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I N T R O D U C C I O N
Es d i f f c i l  en n u e s tro s  dxas im aginar l a  so rp re sa  y c u r io s idad  desper^ 
tad as  en lo s  prim eros in v e s t ig ad o res  que observaron por p rim era  vez una 
unidad c e lu la r .  Hace c a s i  un s ig lo  que l a  e x is te n c ia  de l a  membrana ce­
lu l a r  fue sq g e rid a  por de V rie s , P f i f f e r  y Overton (1 , 2 , 3) e stu d ian d o  
c e lu la s  de p la n ta s .
La re a lid a d  f î s i c a  de l a  membrana no fue s in  embargo comprobada h a s-  
ta  lo s  prim eros tiem pos d e l uso de la  m icroscopia  e le c t r o n i  a , pero  su 
e x is te n c ia  fue en re a l id a d  deducida in d irec tam en te  por e s tu d io s  d e r iv a -  
dos de su  fu n c io n . Es a lre d e d o r  de 1930 cuando se increm ents e l  e s tu d io  
de la s  membranas c e lu la r e s ,  e indudablem ente e l  m icroscopio  e le c tro n ic o  
y la s  nuevas té c n ic a s  de m anipulacion (4) p e rm itie ro n  e l  descubrim ien to  
de su e x is te n c ia  aun cuando no e l  en tend im ien to  de su  com posicion.
E l re s u lta d o  de l a  in v e s t ig a c io n  b io lô g ic a  s e n a la  c laram ente  e l  h e - 
cho de que l a  c ë lu la  es  un s is tem a  complejo de componeptes c e lu la re s  to^ 
dos e l lo s  d e lim itad o s  por un complejo organizado o n^m|>rana c e lu la r .
En lo s  p rim eros tie n y o s  d e l e s tu d io  de la s  membranap se s u g ir io  l a  
p o s ib i l id a d  de que la s  membranas e s ta b an formadas por m oleculas de l ip ^  
dos o rganizados en b ic a p a s , con l a  p a r te  p o la r  de lo s  mismos d i r ig id a  
h a c ia .e l  i n t e r i o r  de l a  misma y l a  cabeza p o la r  h a c ia  jla s u p e r f ic ie  don 
de p u d ie ra  re a c c io n a r  e le c tro s tâ tic a m e n te  con la s  p ro tp in a s . V arias  mo- 
d if ic a c io n e s  de e s ta  te o r f a  se p re sen ta ro n  d u ran te  lo s  anos 1925 a 1970 
(5 , 6 , 7 ). Los modelos fundam entsle s  se basan p rin c ip a lm en te  en e l  h e - 
cho de que la s  mismas con t ie n  en una e levada  concentracjLôn de l ip id o s  
(80% en la  m ie lin a ) (8 ) , pero  deb ieron  m o d ifica rse  a l  pomprender l a  
e x is te n c ia  de o tra s  membranas conteniendo con cen trac io p es  menores de 1^ 
p idos e n tre  e l  30 a l  50% (9 , 10).
E l m icroscopic  e le c tro n ic o  p e rm itio  ob serv ar no so lo  l a  membrana ce-
-  i n  -
l u l a r  s in o  la  e x is te n c ia  de membranas in tr a c i to p la s m a t ic a s .  En e fe c to ,  
l a  p re se n c ia  de e s tr u c tu r a s  seme ja n te s  a la  membrana p la sm a tic a  pudo ojb 
s e rv a rs e  en c lo ro p la s to s , m ito co n d ria s , cuerpos de G o lg i, vacuolas y rc  
t i c u lo  endoplasm ico. Surgen en tonces te o r ia s  p a ra  e x p l ic a r  lo s  h a l la z -  
gos expérim en ta les  y metodos p a ra  la  comprobacion de e sa s  te o r ia s  en 
v ir tu d  de lo s  componentes encon trados en la s  membranas.
La a p lic a c io n  de e s ta s  nuevas té c n ic a s , p e rm itio  te n e r  una id e a  mas 
com pléta de lo s  modelos i n i c i a l e s .  A si, l a  p re se n c ia  de p ro te in a s  d io  
lu g a r  a modelos de membranas en la s  que la s  p ro te in a s  se p re sen tan  como 
componentes fundam entales y de cuyas in te ra c c io n e s  se in f i e r e n  la s  p ro - 
p iedades fundam entales de l a  membrana (1 1 ). Sin e n t r a r  en d e ta l le s  so­
b re  lo s  argum entes e x is ta n te s  en favo r de una u o tr a  t e o r i a ,  convendria  
s e n a la r  en e s te  punto  que l a r  co nclusiones a lcan zad as por d ife re n te s  
grupos de in y e s tig a d o re s  p od rian  s e r  una sim ple consecuencia  de l a  d i f ^  
re n te  n a tu ra le z a  de la s  membranas e s tu d ia d a s ;  m ie lin a  (7) y m itocon­
d r ia s  (1 1 ). Ademas, debe te n e rse  en cuen ta  que segun d a to s  ra c ie n te s  
(12 ), lo s  componentes no son e s t a t i c o s ,  s in o  d inam icos, es d e c i r ,  pue- 
den in d u c irs e  cambios lo c a le s  de e s tr u c tu r a s  de membrana por agen tes coi 
mo e l  pH, la  fu e rza  io n ic a , e t c .  E l uso de a n tic u e rp o s  e s p e c ff ic o s  de 
membranas p e rm iten d e term iner e s ta s  m odific a c io n e s . E sto s experim entos 
su g ie re n  l a  necesidad  de co n sid e ra r  que lo s  modelos de membrana p ro - 
p u e s t  os deben ademas te n e r  en cuen ta  que la  e s t r u c tu r a  de la  misma p œ
de v a r ia r  con e l  tiempo (13).
Cuando la s  menbranas de d i f e r e n te s  o rig en es  se  e x tra e n  con so lv e n -  
te s  o rgan icos como fen o l (14 ); b u tan o l (1 5 ); p i r id in a  (1 6 ); c lo roform o- 
-m etano l acido  (17); d e te rg e n te s  (18); ac id o  form ico (1 9 ); ac id o  a c e t i -  
co (20 ); e l  a n a l i s i s  de la s  fra c c io n e s  s o lu b i l iz a d a s  in d ic a  que sus com 
ponen tes  p ro te ic o s  son d i f e r e n te s .  C apaldi y Green (21) co n sid eran  que
la s  p ro te fn a s  in t r in s e c a s  (22) son la s  que p en etran  en e l  i n t e r i o r  de
la  cadena l ip id ic a  con fu e rz a s  prédom inantes de c a r â c te r  h id ro fo b ic o  y 
que serân  s o lu b iliz a d a s  por ag en tes  que compitan con e s ta s  fu e rz a s .
Una vez e x tr a fd a s ,  s e ran  probablem ente in s o lu b le s  en su iv a n te s  acuosos 
en au sen c ia  de d e te rg e n te s  y ten d ran  ten d en c ia  a form ar ag regados. Las 
p ro te in a s  e x tr fn s e c a s  (21, 22) por e l  c o n tra r io  podrân per e x tra id a s  
por ag en te s  e l e c t r o s ta t i c o s  y se rân  so lu b le s  en medio acuoso. Como difie 
re n c ia  fundam ental, la s  p ro te in a s  in t r in s e c a s  te n d rfa n  l a  h a b ilid a d  de
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recom binarse con l îp id o s ,  y reco n b in a r l a  membrana; m ien tras  que la s  
p ro te fn a s  e x tr fn s e c a s  no te n d rfa n  e s ta  p rop iedad .
Las membranas b io lo g ic a s  p o d rian  e s t a r  formadas por l a  o rg an !zac io n  
de sus componentes: p ro te fn a s  de a c t iv id a d  en z im atica , p ro te in a s  estruc_ 
tu ra le s  o in a c t iv a s ,  f o s fo lf p id o s ,  o tro s  l ip id o s ,  azucares y todos lo s  
componentes m acrom oleculares que se  encuen tran  en la s  mismas* Todos e s ­
to s  componentes deben e s ta r  p ré se n te s  en un grado de o rg an izac i& i d e l 
cu a l son resp o n sab les  la s  p rop iedades de l a  membrana; t r a n s p o r te ,  p e r -  
m eab ilidad , funciones m e ta b o lica s , e t c .  E ste  grado de o rg an izac io n  debe 
s e r  e l  n e c e sa r io  p a ra  m antener la s  funciones e s p e c if ic a s  con e l  minimo 
n e c e sa r io  de enzimas e s p e c f f ic a s  y e l  maximo de rend im ien to  de la s  fun­
ciones re a l iz a d a s .
tC ual es l a  to p o g ra ffa  de e s ta s  e s tru c tu ra s ?  ^Como estamos seguros 
de que lo s  mâtodos empleados en su  e s tu d io  no in tro d u cen  m odificac iones 
conform acionales d ife re n te s  de la s  p r im itiv a s?  En lo s  anos r e c ie n te s , 
B re tsch e r (23) ha in d icad o  l a  p o s ib il id a d  de m arcar p r o te i  as de e r i -  
t r o c i to s  en forma t a l  que e l  compuesto marcado no p én é tré  en e l  i n t e ­
r i o r  de l a  c e lu la  y s e n a la  que l a  menbrana es  a s im e tr lc a . S i por e s ta  
te c n ic a  se marca l a  g lic o p ro te fn a  m a y o rita r ia  s e  o b tienen  re s u lta d o s  
que su g ie ren  que e s ta  se ex tie n d a  e n tre  la s  dos c a ra s .
S teck (24), in d ic a  que es  p o s ib le  se p a ra r  de membranas de e r i t r o c i -  
to s  su  capa e x te rn a  e in te rn a  in v e r t id a  y observa que e l  acido  s i â l i c o  
y l a  a c e t i l c o l in e s te r a s a  se encuen tran  en la  c a ra  e x te m a , m ien tra s  que 
la  d ia fo ra s a  y l a  g l ic ê r id o - 3 - f o s f a to  desh idrogenasa se  en cu en tran  en 
la  ca ra  in te rn a .
Branton y Deamer (25) a p lic a n  l a  te c n ic a  de c o r ta r  membranas de e r i -  
t r o c i to s  congelados (c r io c o rro s io n )  y e s tu d ia r lo s  con e l  m icroscopio  
e le c tro n ic o .  En e sa s  cond ic iones se o b tie n s  e l  c o r te  por l a  m itad  de la  
b ic ap a  l ip f d ic a .  La o b se rv a tio n  ré v é la  l a  e x is te n c ia  de p a r t ic u le s  de 
50 a 85 A de diâm etro  en e l  i n t e r i o r  de la  capa l ip f d iç a  que son p r o te f  
nas p uesto  que no se  observan cuando la  membrana se t r a t a  previam ente 
con p ro te a sa p . De lo s  e s tu d io s  c u a n t i ta t iv o s  de p a r t f c y la s  ob serv ad as, 
y ten iendo  en cuen ta  e l  numéro de p a r tf c u la s  y su dens^dad, deducen que 
e l  67% de la  membrana e s ta  c u b ie r ta  de I fp id o s  y que un 10 a un 20% d e l 
volumen in te rn o  son p ro te fn a s .  &Que composicion p a r t i c u la r  t ie n e n  e s ta s  
p ro te fn a s  que no se  d isu e lv en  en e l  medio in te m o  de l a  c e lu la ?
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Rosenberg y G u id o fti (26) a n a liz a ro n  l a  conposic ion  de aminoacidos 
de numerosas membranas y observaron que t ie n e n  aproximadamente l a  misma 
p ropo rc ion  de am inoacidos p o la re s  y no p o la re s  que la s  que se encuen­
tra n  en la s  p ro te in a s  so lu b le s  comunes. Spatz y S t r i t tm a te r  (27) su g ie ­
ren  que la s  p ro te in a s  de la  membrana tie n e n  l a  reg io n  no p o la r  enbebida 
en l a  p a r te  de la  membrana que co n tien e  l a  reg io n  no p o la r  de la s  cade­
nas de lo s  acidos g rasos o de lo s  f o s f o l ip id o s ,  y l a  reg ion  p o la r  ex- 
p u e s ta  en l a  s u p e r f ic ie  de l a  membrana.
S teck y Fox (28) a n a liz a n  comparativam ente  l a  com posicion de aminoa­
c idos de d ife re n te s  membranas o b ten id as  por v a r io s  a u to re s  y concluyen,
que en g en e ra l lo s  r e s to s  h id ro fo b ico s  son de un 30 a un 35% de lo s  and
noacidos d e tec tad o s  y , ademas, l a  com posicion en la s  d ife re n te s  membra­
nes es seme ja n te  a p e sa r de la s  d if e r e n te s  p rop iedades m acro fis ica s  de 
la s  mismas, y /o  lo s  s is tem as enzim aticos prédom inantes en cada una. S i 
se compara en cambio la  composicion de am inoacidos en p ro te in a s  p u r i f i -  
cadas de membranas p o r s o lu b i l iz a c io n  con so lv en te  de fu e ry i io n ic a  e s -  
p e c i f ic a  y l a  de lo s  r e s i s  te n te s  a l  p roceso  de s o lu b i l iz a c io n ,  e l  aspec^ 
to  e s  d i f e r e n te .  Las p ro te in a s  s o lu b i l iz a d a s  t ie n e  una mayor co n cen tra - 
cion  de am inoacidos p o la re s  y menor numéro de re s id u e s  h id ro fo b ic o s , 
que la s  que son r e s is ta n c e s  a l  metodo de s o lu b i l iz a c io n .  Los a u to re s  sii 
ponen que la  e x p lic a c io n  de e s to s  re s u lta d o s  se  deben a que la s  p ro te f ­
nas h id r o f f l i c a s  e s ta r ia n  en la  s u p e r f ic ie  de l a  membrana que a c a rre a  
la s  a c tiv id e d e s  b io lo g ic a s  y que en g e n e ra l se r e a l iz a n  en un medio 
acuoso. La reg ion  h id ro fo b ic a  en cambio que p é n é tra  en l a  capa l ip f d ic a  
re p ré se n ta  e l  apendice por e l  que e s ta s  p ro te fn a s  e s ta n  unidas a l  seno 
de la  membrana.
Los tra b a jo s  re a liz a d o s  en membranas de m itocondrias  tam bién ind ican  
la  e x fs te n c ia  de p ro te fn a s  d i f e r e n c ia le s  en l a  p a r te  in te rn a  y e x tem a  
de l a  membrana. Â sf, por ejem plo, m ien tras  que en l a  membrana e x te m a  
(29) se d é te c ta  l a  monoamino o x id asa , l a  a d e n o s i l - t r i f o s f a ta s a ,  l a  a c il-  
-coenzim a A s in t e t a s a ,  l a  p a lm ito  coenzima A l ig a s a ,  e t c . ,  l a  membrana 
in  te m a  p ré sen te  la s  desh id rogenasas (30) enzim as de la  cadena r e s p ir a -  
to r i a  (31) y la s  p a r t f c u la s  e lem en ta le s  con tienen  l a  adenosin  t r i f o s f a -  
ta s a  (3 2 ).
La id e a  de la  membrana p a r t ic u la d a  fue in tro d u c id a  po r S jb s tra n d  en 
1963 (3 3 ). Green y c o l .  (34) e x ten d ie ro n  y am p lif ic a ro n  lo s  argumentos
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o r ig in a le s .  A si, C apaldi y Green (2 1 ) , p re sen ta n  un modelo de membrana 
en que la s  p ro te fn a s  in te ra c c io n a n  a  lo  ancho de la  b icap a  de Ifp id o s  
e in te racc io n an d o  e n tre  « f con g lic o p ro te fn a s  ex tend idas t r a n s v e r s a l -  
mente, la s  p ro te fn a s  in tr fn s e c a s  y e x tr fn s e c a s  d e lim itad as  en e l  i n t e ­
r i o r  o e x te r io r  d e l modelo, dejan  c a n a le s  que perm iten  e l  p a sa je  de so - 
lu to s .  E l modelo es s im ila r  a l  p re sen ta d o  p o r S inger y c o l. (22, 35,
36) en que la s  g lic o p ro te fn a s  se ex tie n d en  a tra v e s  de l a  b icap a  de I f ­
p id o s , pero la s  p ro te fn a s  aunque sum ergidas en l a  misma no in te r a c c io ­
nan e n tre  s f  s in o  con l a  secc iôn  no p o la r  de lo s  I fp id o s .
O tra  ev id en c ia  en fav o r de e s te  t ip o  de e s t r u c tu r a  y d i fe re n te  d e l 
modelo de D an ielli-D avson  (6) p rov iene  de l a  ev id en c ia  su m in is trad a  
por Fem ândez Morân y c o l .  (37) que observaron  e s tr u c tu r a s  p ro tu b é ran ­
te s  en la  membrana in te rn a  de la  m ito c o n d ria . Kagawa y Racker (38) sen^ 
lan  que e s ta s  p a r tf c u la s  con tienen  p rin c ip a lm e n te  a d e n o s il t r i f o s f a t a s a ,  
son so lu b le s  y no co n tien en  I f p id o s .
Green y Perdue (39), p ro p u sie ro n  en tonces una unidad t i p a r t i t a  con­
ten iendo  un grupo de cabeza,un  tro n c o  y una b ase ; suponiendo en aquel 
en tonces que e l  esp eso r de l a  membrana s e r f a  e l  de l a  re p e tic iô n  de e s ­
ta s  un idades. Los tra b a jo s  de Lenard y S inger (40) y W allach y Gordon 
(4 1 ), u ti l iz a n d o  té c n ic a s  de re so n an c ia  m agnética n u c le a r  y e sp ec tro sco  
pfa in f r a r r o ja  a p lic a d a s  a l a  membrana, su g ie ren  que l a  p re se n c ia  de iii 
te ra c c io n e s  h id ro fô b ic a s  se  debe a p o lip é p tid o s  a tra v é s  de l a  po rc iôn  
de a h e l ic e s  y lo s  I fp id o s ,  ya que l a s  p ro te fn a s  dejan  poros c e n tra le s  
m ien tras  que lo s  Ifp id o s  forman c i l in d r o s  e n tre  la s  unidades de l a  sub- 
unidad p ro te ic a .  La perm eab ilidad  de e s to s  can a le s  e s t a r f a  en funciôn  
de lo s  cambios conform acionales de e s t a s  p ro te fn a s .
Fessenden-Roden y Racker (42), en un e s tu d io  re c ie n te  en e l  que ana­
l iz a n  todos lo s  componentes encon trados en la  membrana de m ito co n d ria s , 
su g ie ren  que lo s  f a c to re s  de acop lam ien to  de la  cadena r e s p i r a to r i a  y 
la  succfnicQ  desh idrogenasa  se en cu en tran  en l a  m a triz  de l a  membrana, 
m ien tras  que e l  citocrom o se  en cu e n tra  en e l  o tro  extr^mo y la s  p a r tf ç u  
la s  conteniendo la  ATPasa se  en cu en tran  en la  m a triz  como unidades pro­
tu b é ra n te s .
Por o tra  p a r te  S jb s tra n d  (43) hacien d o  un e s tu d io  de modelos de aco­
p lam ien to  de lo s  componentes de la  cadena r e s p i r a to r i a  su g ie re  l a  forma 
ciôn  de com plejos m u ltim o lecu la res  de p ro te fn a s  g lo b u la re s  o l ip o p r o te f
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nas con un p e r f i l  i r r e g u la r  en que lo s  l ip id e s  se  d is tr ib u y e n  en forma 
in in te rru m p id a  e n tre  lo s  m ulticom plejos e n z im a tic o s . El re s u lta d o  de és_ 
tos casos e s  un a l to  grado de e f ic ie n c ia  de la s  enzim as c o n s ti tu y e n te s  
de e s to s  m u lticom ple jo s. Como no e x is te  una unidad r e p e t i t i v e  d e l multi^ 
com plejo, lo s  poros e x is ta n te s  pueden s e r  n e g a tiv e s  (dom inancia de gru­
po s c a rb o x il ic o s )  o p o s i t iv e s  , (dom inancia de grupos amino) fa v o re c ie n -  
do con e l l e  l a  cap tu ra  de an iones o c a t io n e s ;  l a  ab so rc io n  de macromole^ 
culas in c lu y e  una p rim era e tap a  de adso rc iôn  de la  m olécula a l a  super­
f ic ie  de l a  membrana y una segunda e tap a  en que la  tran sfo rm ac io n  a lo s -  
tê r ic a  in d u c id a  por l a  prim era e ta p a  provoca e l  desp lazam ien to  de la  
p a r t ic u la  h a ç ia  l a  fa se  i n t e r i o r  de la  membrana. Cabe d e s ta c a r ,  que la  
p o s ib il id a d  de form ar com plejos de lo s  componentes so lu b izad o s de la  
nembrana ha s id o  r e p e tid a  po^ d ife re n te s  la b o ra to r ie s  (e n tre  o t r o s ,  44, 
45, 46, 47) y que e l  p o s ib le  cambio conform acional de p ro te fn a s  m itocon 
d r ia le s  ha s id o  e s tu d iad o  con compuestos f lu o re sc e n te s  (48) con lo s  cua 
les  se  observaron  cambios m orfo log icos en e l  m icroscopio  e li  .trô n ico  en 
membranas m ito c o n d ria le s  en d ife re n te s  e s ta d o s  y a c t iv id a d .
Es in d udab le  que e n tr e  lo s  u ltim os modelos p re sen tad o s  l a  com p le ji- 
dad de a so c ia c io n e s  p o s ib le s  de m acrom oléculas d e l modelo de S j'dstrand  
p ré sen ta  una p o s ib le  d ife re n c ia c io n  de membranas re sp e c te  de la s  so lu ­
ciones in d iv id u a le s . Es a s f  como en l a  década a c tu a l  se i n i c i a  un peri_o 
do de bûsqueda de d if e re n te s  componentes en d ife re n te s  membranas, con- 
tra d ic ie n d o  lo s  e sfu e rz o s  de l a  década pasada de e n c o n tra r  una "unidad 
e s t r u c tu r a l"  o "p ro te fn a s  e s t r u c tu f a le s "  como f a c to r  comun denominador 
de todas l a s  membranas (49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56 e n tre  o t r o s ) .
T rabajos re c ie n te s  de Dreyer y c o l. (5 7 ), parecen in d ic a r  que la  
e l i s te n c ia  de e s ta s  p ro te in a s  e s t r u c tu r a le s  es  in n e c e s a r ia ,  y e s ta r f a  
en c o n tra d ic io n  con l a  n e c e s a r ia  economfa e s t r u c tu r a l  de la s  membranas. 
Mis aun, la s  p ro te fn a s  a ia la d a s  de cada membrana (m ito co n d ria , e r i t r o c i  
to s , r e t f c u lo  sa rco p la sm a tico , segmentos de r e t in a )  parecen  s e r  e sp e c f-  
ficam ente de riv ad o s de la s  funciones p a r t ic u la r e s  de e s ta s  membranas.
W allach (5 8 ), en cambio, p arece  no d a r le  mucha im p o rtan c ia  a l  hecho 
de que la s  p ro te fn a s  o p ép tid o s  encontrados en membranap de e r i t r o c i t o s  
tengan grandes v a r ia c io n e s  de tamaho, f ra c c io n e s  de P.M. de 30.000 a 
150.000). Dice que unidades d if e r e n te s  pueden a so c ia rs e  p a ra  form ar la s  
unidades id é n t ic a s  que se suponen e x is ta n te s  en lo s  modelos hexagonales
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de membranes p a r tic u la d a s»  También s u g ie re  que e s ta  id e n tid a d  pueda s e r  
funcion  de cambios conform acionales de lo s  componentes que r e s u l ta n  en­
tonces dando una e s t r u c tu r a  ordenada, aun cuando la s  unidades no r e s u l -  
ten  id é n t ic a s .  Es d e c i r ,  s upone que en lu g a r  de l a  e x is te n c ia  de unida­
des hom ologas, lo s  componentes de l a  membrana pueden form ar asociacior^ 
nés é q u iv a le n te s .  E l a u to r  a n a liz a  lo s  cambios conform acionales observa 
dos en e l  e sp e c tro  in f r a r r o jo  de m ito co n d rias  y e r i t r o c i t o s  d u ran te  pro  
cesos b io lo g ic o s  (59, 6 0 ), ap lican d o  e l  tra ta m ie n to  te ô r ic o  de Changeux 
y co lab o rad o res  (61, 62, 63, 64) p a ra  lo s  cambios a lo s t é r i c o s  de polfme 
ro s . Los e s tu d io s  de Changeux y c o l . ,  se basan en l a  su p o sic io n  de que 
e x is te  un e q u i l ib r io  e n tre  la s  formas a lo s t é r i c a s  p o s ib le s  en au sen c ia  
de un lig a n d p , pero  que un minimo cambio in tro d u c id o  por un e s tlm u lo  ex 
te m o  puede t r a e r  grandes cambios co n fo rm acionales . La a p lic a c io n  de 
ecuac iones dçducidas por e s to s  a u to re s  p a ra  lo s  cambios de e n e rg ia  l i ­
b re  de l a s  t ra n s ic io n e s  de uno a o tro  e s ta d o  perm iten  l a  deduccion de 
un f a c to r  o p e ra tiv o  A a l  que pueden d a rse  dos v a lo re s ;  cuanc’ 3 d e l ta  es 
ig u a l  a 1 , no e x is te n  cambios c o o p e ra tiv o s , y cuando es pequeno, e s to s  
e fe c to s  aumentan. S i d e l ta  es muy pequeno, e l  s i s tema se co n sid é ra  me- 
ta e s t a b le ,  es d e c ir ,  pequehos cambios de c o n c e n tra tio n  de un lig a n d o , y 
su  union a  pocas m oléculas pueden p e r tu rb e r  toda l a  membrana. P ara  que 
e s to  o c u rra , Changeaux y c o l . ,  consideran  que e s ta s  m acrom oléculas de­
ben form ar p a r te  de una capa con a so c iac io n es  é q u iv a le n te s  e n tre  v e c i-  
nos. W allach co n sid é ra  que la  a rq u i te c tu ra  m olecu lar de la s  membranes 
de e r i t r o c i t o s  y m ito co n d rias  cambian tam bién en funcion  de a so c ia c io ­
nes con lig an d o s  adecuados. En m ito co n d ria s , l a  conform aciôn a n t ip a ra le  
l a  3 aumenta considerab lem ente  cuando aumenta l a  v e lo c id ad  d e l tra n s p c r  
te  de e le c t ro n e s ,  y disminuye cuando é s ta  se  acop la  a l a  fo s f o r i la c iô n  
o x id a tiv e . En l a  misma form a, Iq s  e r i t r o c i t o s  en "reposb" no poseen e s ­
tr u c tu r a  3 , pero  e s ta  conform acion es dominante cuanto l a  ATPasa se  ac­
t iv a  por l a  gcciôn  d e l sodio  o e l  p o ta s io . No se sabe s i  e s te  cambio de 
conform acion obedece a cambios lo c a le s  de pH o d e l campo e l é c t r i c o ,  o 
re p re se n ta n  fransfo rm aciones c o o p e ra tiv e s . S in  embargo, y dadas la s  ca- 
r a c t e r l s t i c a s  de lo s  componentes de l a  membrana, es p o s fb le  s uponer que 
pequenos cambios e n tr e  la s  m oléculas de sus componentes se  propageran  a 
grandes d is ta n c ia s  ten iendo  en cuan ta  que en la s  mismas e l  e fe c to  coope^ 
r a t iv o  es muy grande. Las ecuaciones deducidas por Changeaux y c o l .  sô -
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lo  pueden a p l ic a r s e  a la s  membranas cuando la  subunidad fu n c io n a l se  
co n sid éra  p a r te  componente de l a  capa con a so c ia c io n e s  é q u iv a le n te s  en­
t r e  v ec in o s , y no , s i  se l a  consedera d is t r ib u id a  en secc iô n es  lo c a l i z e  
das y pequenas de o ligom eros. W allach a n a liz a  lo s  cambios que ocurren  
en membranes de e r i t r o c i t o s  por e fe c to  de aum entar l a  co n cen trac iô n  de 
a lco h o l b e n a f l ic o . A b a ja s  co ncen trac iones d e l  mismo, se aumenta l a  e s -  
ta b i l id a d  de la  membrana, y a a l t a s  co n cen trac io n es  se  induce l i s i s . S i 
lo s  cambios in tro d u c id o s  se  e s tu d ia n  a tra v é s  de lo s  cambios de resonan 
c ia  m agnétiça , (para  lo s  p ro tones de b e n c ilo )  se  observa p rim ero  un de^ 
censo p ro g res iv o  d e l e sp e c tro , y p a ra  c i e r t a  c o n cen trac io n , l i a i s  de l a  
menbrana. E s ta  observacion  parece  apoyar la  t e o r ia  de Changeaux y c o l.
S in embargo, cabe d e s ta c a r  que e l  modelo empleado en e s ta s  c o n s id e r^  
clones se  b asa  en l a  e x i s tm c ia  de so lo  dos e s ta d o s  con fo rm acionales. 
Koshland, en cambio, (65) su g ie re  un modelo m u ltip le  de tau to m erizac io n  
en lo s  que l a  in te r a c t io n  de un lig an d o  in tro d u ce  cambios conform aciona 
le s  en l a  unidad p a r t i c u la r  y que l a  d is to r s io n  de e s ta  un dad se  tra n s  
m ite con grado de e f ic ie n c ia  v a r ia b le  a la s  subunidades v e c in a s .
Mas aun Weber (66) e s tu d ia  la s  a so c ia c io n e s  de p ro te in a s  con l ig a n ­
dos (m ic ro a so c ia c io n e s), tau to m erizac io n es  de l a  cadena p e p tld ic a  (cam­
b io s  conform acionales) y la s  in te ra c c io n e s  e n tre  la s  cadenas p e p tld ic a s  
(m acroasociaciones) considerando cambios e n e rg é tic o s  e n tre  la s  formas 
p o s ib le s ,  y l le g a  a s i  a l a  con clu sio n  de que l a  a so c ia c ié n  d e l ligando  
no siemqpre se  acompana con cambios e s t r u c tu r a le s  s in o  que son e l  r e s u l ­
tado de v a r ia c io n e s  de e n e rg ia  l i b r e  d e l s is tem a  que no t ie n e  una r e la ­
t io n  unlvoca con e l  cambio e s t r u c tu r a l  y , en g e n e ra l , puede s e r  m o d ifi- 
cado por una v a ried ad  de c irc u n s ta n c ia s  lo c a le s .
Fodrlamos l l e g a r  a s i  a l a  co n clu si5 n  de que la s  in te rp re ta c io n e s  de 
modelos de membrana e s tu d iad o s  son en tonces re p ré se n ta n te s  de lo s  t ip o s  
e s p e c lf ic o s  de membrana y de lo s  tra ta m ie n to s  empleados p a ra  su e s tu ­
d io .
Es p o s ib le  que un m ejor conocim iento  de lo s  componentes de cada t ip o  
de membrana pueda c o n tr ib u ir  a un m ejor en tend im ien to  de su m orfo log la  
y funcionam Lento. Més aun, no s5 lo  e l  d e ta l la d o  conocim iento de lo s  corn 
ponentes e s  im p o rtan te , s in o  que tam bién es n e c e sa r io  sab er cémo se corn 
p o rtan  lo s  componentes en la s  cond ic iones expérim en ta les  de su  e s tu d io . 
Por e jem plo , considerando  la s  té c n ic a s  de m icroscop ia  e le c t r é h lc a  u t iU
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zadas p a ra  e l  e s tu d io  m orfo logico  de l a s  membranas, cabe p regunta rs e  
que fa c to re s  in te rv ie n e n  p a ra  dar en cada caso la s  fo to g r a f ia s  observa­
b le s .  2,Se m odifican  o no lo s  conq)onentes de la s  membranas en e l  p roceso  
p re p a ra tiv o  de su  v is u a l iz a t io n  o p tic a ?  &Cuales son la s  reacc io n es  q u l-  
micas responsab les?
Algunas de e s ta s  p rcg u n tas  ban s id o  ya co n te s tad as  por v a r io s  au to ­
re s .  L u z a tt i  (67) in d ic a  que la s  o peraciones a p lic a d a s  ( f i j a c io n ,  deshi^ 
d ra ta c io n , in c lu s io n  y co n g e la tio n ) muy probablem ente  exponen a lo s  I f ­
pidos a t ra n s ic io n e s  p o lim o rf ic a s . S jo s tra n d  (43) hace h in c a p ie  en la s  
transfo rm aciones que pueden s u f r i r  l a s  p ro te in a s  g lo b u la re s  du ran te  lo s  
metodos norm ales de d e sh id ra ta c io n  empleados p a ra  su observacion  micros^ 
cop ica . Dice que e s to s  procu.s«is son re sp o n sab le s  de una t r a n s i t io n  de 
la s  p ro te fn a s  de a h é l ic e  a - ro fe in a s  d e s n a tu ra liz a d a s , con lo s  grupos 
p o la re s  d ir ig id o s  h a c ia  l a  s u p e r f ic ie  de l a  membrana, m ien tras  que la s  
secc iones no p o la re s  quedan probablem ente o r ie n ta d a s  h a c ia  e l  i n t e r io r  
después de la  f i j a c lp ^ ,  l a  zona i n t e r i o r  se  v e râ  como una zc la no co lo - 
reada y co n tinua  con la  a p a r ie n c ia  de l a  capa t r i la m in a r  normalmente o^  
servada en le  m icroscopia  e le c t rô n ic a .
Branton (68, 69) a p lic a  e l  método de c r io c o rro s io n  p ara  l a  observa­
tio n  de membranas. En e l  mismo, emplea l a  d e sh id ra ta c io n  râ p id a  por su­
b lim a tio n  d e l h ie lo  formado a l  e n f r i a r  lo s  c o r te s .  Los c o r te s  de fractu i 
ta  observados corresponden a l a  zona c e n t r a l  de l a  membrana donde predo 
minan los en lace s  h id ro fo b ic o s . E l a u to r  concluye que lo s  e n lac e s  cons^ 
derados son predom inantem ente lo s  de l a s  la rg a s  cadenas a l i f â t i c a s  de 
lo s  Ifp id o s  de la  membrana. La in te r p r e ta t io n  de lo s  re s u lta d o s  o b te n i-  
dos por Branton y o tro s  a u to re s  (25) l le v a n  a l a  con clu sio n  de que la s  
membranas pueden co n sid e ra rse  como un conju n to  a s im ê tr ic o  de p ro te fn a s  
c u b ie r ta s  por una b icapa  l ip f d ic a  d e n tro  de la  cu a l e s ta r f a n  in te r c a l a -  
dos lo s  com plejos p ro te ic o s  fu n c io n a le s .
Packer (70) a p l ic a  e l  mfsmo p ro ced im ien to  a n te r io r  y d i t e  que la s  re  
giones de b icap a  en l a  membrana observada se ex tien d en  a l  menos por 400 
Â considerando que lo s  âcidos g rasos de m ito co n d rias  v a rfa n  en cadenas 
h id rocarbonadas de 16 a 22 âtomos de carbono la s  d is ta n c ia s  observab les 
s e r fa n  de 19 a 27 Â re sp ec tiv am en te . P acker su g ie re  la  p o s ib i l id a d  de 
que la s  cadenas cor ta s  e s të n  en la  reg^iôn en que la s  p ro te fn a s  pen etran  
mas pronunciadam ente h a c ia  e l  i n t e r i o r  de l a  membrana. Cuando e l  a u to r
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a p l ic a  e l  método de c r io c o rro s io n  en membranas d e sh id ra ta d a s  en sa c a ro -  
s a  2M (que in h ib e  l a  t r a n s fe re n c ia  e le c trô n ic a )  observa que e l  numéro 
de p a r t ic u le s  dism inuye notab lem ente  en l a  secci& i concava d e l c o rte  
(en e l  que se observan un numéro mayor de p a r t f c u la s  no ag regadas) que 
en e l  c o r te  convexo. Observa, ademas, que cuando se  e s tu d ia n  membranas 
t r a ta d a s  con so lv en te s  o rgan icos p a ra  e x tr a e r  lo s  Ifp id o s  en forma g ra -  
duada, l a  m orfo log la  observada e s  l a  de un agregado desorgan izado  de 
p a r t f c u la s  lo  que su g ie re  que lo s  I fp id o s  tie n e n  un p ap e l p rim o rd ia l a l  
e s ta b le c e r  la s  condiciones n e c e s a r ia s  p a ra  l a  d is p e rs io n  de lo s  compo­
n en te s  p a r tic u la d o s  de l a  membrana.
S in  c o n s id e ra r  la s  p o s ib le s  tran sfo rm ac io n es  de la s  p ro te fn a s  como 
e fe c to  de lo s  agen tes em pleados, y basandose en la s  m od ificac iones ob­
se rv ad as  en la s  p a r t f c u la s ,  cuando se a lim en tan  r a ta s  con d ie ta s  d é f i­
c ie n te s  en ac id o s  g rasos no s a tu ra d o s , concluye que en l a  membrana in ­
te rn a  de la s  m itocondrias  lo s  I fp id o s  poseen una e s t r u c tu r a  c r i s t a l i n a  
en l a  que la s  p ro te fn a s  in te rn a s  e s ta n  en un estad o  dinam ico con p o s i­
b le s  cambios de o r ie n ta t io n .  Los cambios de o r ie n ta t io n  se deben por 
ejem plo a v a r ia c io n e s  de la s  fu e rzas  h id ro fô b ic a s  de sus componentes. 
Una pequens m o d if ica tio n  en e l  grado de desh idrogenacion  de lo s  Ifp id o s  
que lo  componen, o e l  e fe c to  de o tro s  agen tes  que, como e l  c a lc io  por 
ejem plo , a l  e s t a b i l i z a r  l a  e s t r u c tu r a  fo s fo l ip f d ic a  r e d u c ir fa  l a  m ovili 
dad de la s  p ro te fn a s  p ré se n te s  en l a  s e c tio n  h id ro fo b ic a  de l a  misma.
Sin e n t r a r  a d i s c u t i r  sobre  e l  mecanfsmo de s f n te s i s  de p ro te fn a s , 
se sabe que la  s f n te s i s  de p ro te fn a s  de la  c é lu la  se r e a l i z a  en lo s  r i -  
bosornas. E s te  mecanismo de s f n te s i s  puede re p ro d u c irse  in  v i t r o  por corn 
b in ac io n es  de lo s  ribosornas con fra c c io p e s  so lu b le s  o b ten id as  por méto- 
dos de fracc io n am ien to  de lo s  componentes c e lu la re s  ( f l ,  72, 73, 74).
Los ribosom as de la s  c é lu la s  q u c a r io t ic a s  se conocçn en dos estad o s 
m orfo log icos d i s t in g u ib le s : en e l  c itop lasm a como p a r tf c u la s  l i b r e s ,  o 
a so c iad as  con e l  r e t f c u lo  endoplasm atico . E s tru c tu ra s  de membrana con 
ribosom as asoc iados ( r e t f c u lo  endoplasm atico  rugoso) t^ e ro n  observados 
por P alade (7 5 ). P a r te  de e s ta s  p a r tf c u la s  pueden s e r  e x tra fd a s  de l a  
membrana p o r co n cen trac io n es  de e ti le n d ia m in te tra c e ta d o  d isé d îc o  (EDTÂ) 
s u f ic ie n te s  p a ra  com plejar lo s  iones d iv a le n te s  de l a  membrana, ademas 
de d is o c ia r  lo s  polisom as en 2 unidades (76, 77). Los re s u lta d o s  de e s ­
te  tra ta m ie n to  in d ic a n  que quedan en la s  membranas un 50% de ribosomas
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c o n s ti tu id o s  p rin c ip a lm en te  por unidades de 30 S. Estos ribosom as son 
tan b ién  r é s i s ta n te s  a  tra ta m ie n to s  de membrana con purom icina o con r i -  
bonucleasa  (78). Como lo s  p o l i ribosom as se m antienen unidos por acido  
r ib o n u c le ic o  m ensajero y e s te  es s e n s ib le  a l a  a c tio n  de l a  purom icina 
y e l  EDTA, aun cuando e l  ac id o  r ib o n u c le ic o  m ensajero (m-RNA) de la  mem 
brana no lo  e s ,  Rosbash y Penman (78) su g ie re n  que e s te  es un acido  r i ­
bo n u c le ico  m ensajero p a r t i c u l a r ,  o que s iendo  ig u a l a l  acido  r ib o n u c le ^  
CO m ensajero c e lu la r  e s t a  unido a l a  membrana en alguna forma p a r t ic u ­
l a r .
P a la t  y c o l. (7 9 ), e s tu d ian d o  membranas endop lasm aticas de embriones 
de p o l io ,  ind ican  que ademas de e n co n tra r  lo s  âcidos r ib o n u c le ic o s  s inn  
la re s  a lo s  d e l c ito p lasm a  aparece  un âcido  r ib o n u c le ic o  de c a r a c te r i s -  
t i c a s  d ife rç n te s  con una c o g ita n te  de sed im en ta tio n  de 8 a 9 S y una ac 
t iv id a d  is o tô p ic a  e s p e c if ic a  muy e lev ad a  y que p o d ria  e s t a r  im plicado 
en lo s  s is tem as b io s in té t ic o s  de l a  membrana.
C ualqu iera  que sea  l a  n a tu ra le z a  de lo s  âc idos rib o n u c le  cos p résen ­
te s  en l a  membrana, lo s  e s tu d io s  b ioquim icos su g ie ren  que e s to s  âcidos 
in te rv ie n e n  en la  s f n t e s i s  de p ro te fn a s  e s p e c f f ic a s .  A sf, por ejem plo, 
en e l  hfgado de r a t a  l a  album ina se  s i n t e t i z a  p rin c ip a lm en te  en lo s  po- 
lir ib o so m as asociados a l a  membrana, m ien tras  que la  f e r r id in a  es produ 
c id a  p rin c ip a lm en te  por lo s  p o liribosom as l ib r e s  (80, 81, 82). Se ha sju 
ge rido  que lo s  ribosom as de l a  membrana e s tâ n  im plicados en la  s f n te s i s  
de p ro te fn a s  de p ro te c c iô n , pero  no se d e sc a r ta  que a lgunas de la s  p ro ­
te fn a s  de l a  membrana se  s in te t i c e n  también en l a  misma (83).
También se ha su g erid o  l a  p re se n c ia  de un âcido  r ib o n u c le ic o  de 
t r a n s fe re n c ia  (t-RNA) en membranas de embriôn de p o llo  que p u d ie ra  te n e r  
una funcion  reg u lad o ra  en l a  s f n te s i s  de hem oglobins, (8 4 ). La b ib l io g r a  
f f a  de lo s  u ltim os anos p erm ite  s uponer la  e x is te n c ia  de s is tem as  e x is ­
ta n te s  re sp o n sab les  de l a  s f n te s i s  de p ro te fn a s  (ribosom as, p o lir ib o s o ­
mas t-RNA, m-RNA) que pueden a so c ia rs e  con la s  membranas por uniones ser^ 
s ib le s  a l a  fu e rza  io n ic a  y su  a so c iac iô n  dependerâ de lo s  métodos em­
pleados p a ra  su ob tenciôn  (85 ).
P uesto  que la  d isp o s ic io n  e s t r u c tu r a l  de la s  p ro te fn a s  en l a  membrana 
p arece  s e r  tan  o rgan izada  2Qué fa c to re s  son re sp o n sab les  de que la s  p ro ­
te fn a s  que ss  s in t e t i c e n ,  permanezcan o m igren a su  p o s ic io n  co rre sp o n - 
d ien te?
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Singer (36) su g ie re  l a  p o s ib i l id a d  de que e x is ta n  lu g arq s  e s p e e f f i -  
cos de uniôn en forma que l a s  p ro te fn a s  de l a  menbrana s in te t iz a d a s  se 
asocien  con la s  membranas a  la s  que corresponden . Por e s te  mecanismo 
la s  s f n te s i s  de l a  misma p ro te fn a  se ob serv ar fan  a l  mismo tienq)o en to ­
da la  membrqna, y la s  d iv e rsa s  p ro te fn a s  se  fo rm arfan  a s f  en d ife re n te s  
tiempos y a medida de que lo s  âc id o s  r ib o n u c le ic o s  m ensajeros ap ro p ia - 
dos fu e ran capaces de d i r i g i r  e sa  s f n t e s i s .  Aun cuando no se sepa e l  
canismo de s f n te s i s  de lo s  componentes de l a  membrana, se sabe por e l  
tra b a jo  de lo s  u ltim os c inco  anos e l  mecanismo de s f n te s i s  de algunas 
g lic o p ro te fn a s  que se e x c re ta n . Se s in te t i z a n  por p rocesos en lo s que 
in te rv ie n e  e l  r e t f c u lo  endoplasm ico (86, 8 7 ). Se sabe a s f  que lo s  r e s i ­
dues de azucares se  agregan despues de formada l a  cadena p o lip e p tfd ic a  
y que e s to  se  r e a l iz a  en e l  ip a ra to  de G olgi o en l a  membrana d e l r e t f ­
culo endoplasm ico o t a l  vqz en ambos lu g a re s , en p rocesos mediados por 
la s  g l ic o s i l - t r a n s f e r a s a s  e s p e c f f ic a s .  A sf, por ejem plo, g l i c o s i l - t r a n ^  
fe ra sa s  de membranas subm axilares de ove ja  c a ta l iz a n  la  ad ic iô n  de dis_a 
câridos a unidades de s e r in a  y tre o n in a  de re s id u e s  exogenos de mucina 
subm axilar bobina y ovina en la s  que lo s  d is a c â r id o s  son previam ente ex  
tra fd o s  por l a  accion  de l a  neuram in idasa (88, 89 ). A sf, p ues, cuando 
se presume q w  la  membrana t ie n e  un papel fundam ental en la  s f n te s is  de 
c ie r ta s  p ro te fn a s  no se conoce cu a l es concretam ente e s te  pap e l (90 ,91).
Vemos a s f  que d en tro  de lo s  conocim ientos sobre membranas c e lu la re s  
lo s  h a lla zg o s  i n i c i a l e s  sobre  lo s  conqponentes l ip f d ic o s  a l  hacerse  ex- 
ten siv o s  a lo s  conocim ientos de la s  p ro te fn a s  c o n s ti tu y e n te s  y de sfnte^ 
s i s ,  aumentan la  com plejidad d e l en tend im ien to  de l a  r e la t io n  e n tre  e s ­
tru c tu ra  y func ion . E l a n ^ l i s i s  de la s  subunidades de p ro te fn a s  de mem­
brana de h fgado , rin o n  y q r i t r o c i to s ,d e  m itocondrias  d e l hfgado y d e l 
rihon,- y r e t f c u lo  endoplaqm âtico d e l hfgado, (92) in d ic a  que cada mem­
brana co n tien e  un e sp e c trp  de p ro te fn a  p a r t i c u la r ,  y a lgunas fracc io n es  
comunes probablem ente o rig in a d a s  de l a  p re se n c ia  de funciones comunes. 
Por e jem plo , m itocondrias d e l hfgado y d e l r in o n  tie n e n  solam ente ocho 
subunidades d ife re n te s  de l a s  43 bandas ob serv ab les  en e le c t r o f o r e s i s . 
Las bandas de r e t f c u lo  endoplasm atico  m ito co n d rias  y mqmbrana p la sm â ti-  
ca parecen pqr e l  c o n tra r io  s e r  d if e r e n te s  en su  mayor^a.
La com plejidad en e l  e s tu d io  de la s  membranas c e lu le re s  anim ales o 
veg e ta les  re q u ie rs  mâtodos de fracc io n am ien to  e sp e c ff ic o s  (excepto  en
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e r i t r o c i to s )  de acuerdo a su o rig e n , y sep a rac io n  en frac c io n es  p a ra  
a seg u ra r l a  pureza  de l a  membrana a e s tu d ia r .  P ara  o b v ia r e s te  problem s 
se p la n te s  l a  conveniences de e s tu d ia r  la s  membranas b a c te r ia n a s . Las 
b a c te r ia s  carecen  en g en e ra l de lo s  d if e r e n te s  n iv a le s  de o rg an izac io n  
c e lu la r  (m ito co n d rias , ap a ra to  de G olg i, membrana■ n u c le a r , r e t f c u lo  en­
doplasm ico, e t c . ) ,  pero  son capaces de r e a l i z a r  todas la s  funciones que 
en lo s  organism os su p e r io re s  son d e sa rro l la d a s  por e sa s  p a r t f c u la s .  To­
das la s  funciones de pe rm eab ilid ad , tr a n s p o r te  de e le c tro n e s ,  f o s f o r i l a  
ciôn o x id a tiv a , d iv is iô n  n u c le a r , s f n te s i s  de componentes de l a  p a red , 
sec rec iô n  de p ro te fn a s  e x t r a c e lu la r e s , e n tre  o t r a s ,  se re a l iz a n  por dos 
membranas ünicam ente d ife re n c ia d a s  (93 ), p la sm atica  y mesosomal.
Los e s tu d io s  de lo s  componentes en z im atico s  en b a c te r ia s  tie n e n  l a  
f a c i l id a d  de poder rep ro d u c ‘d condiciones de c rec im ien to  que perm iten  
ob tener con cen trac io n es  de m a te r ia l  a e s tu d ia r  en can tid ad es  adecuadas. 
El e s tu d io  de membranas b a c te r ia n a s  se hace aun mas a tra y e n te  ya que, 
carec iendo  e s ta s  de lo s  d ife re n te s  n iv e le s  de o rg an izac iôn  le la s  c é lu ­
la s  an im ales, se s im p l i f ie s  su s is tem a  de p u r if ic a c iô n .  Puesto  que to ­
das la s  funciones re a liz a d a s  por lo s  m u ltip le s  organulos de la s  c é lu la s  
su p e r io re s  se re a l iz a n  en la s  b a c te r ia s  por solam ente dos membranas, se 
f a c i l i t a s  Ips r ig u ro so s  c r i t e r i o s  n e c e sa r io s  p a ra  su  p u r i f ic a c iô n .  Mas 
aun , un s is tem a  éq u iv a len te  a l  r e t f c u lo  endoplasm ico con s i t i o s  de 
uniôn p ara  ribosom as ha s id o  d e s c r i to  para  membranas de BaciVLus oereus 
(94) y S. megaterivon (9 5 ), sem ejantes a membranas microsom ales de cé lu ­
la s  an im ales.
Desde lo s  prim eros e s tu d io s  m icroscôpicos de la s  b a c te r ia s  se  o bser­
vé que e s ta s  posefan  una forma r fg id a  im puesta por lo  que se  llam ô pa­
red  c e lu la r .  El e s tu d io  de la  pared  c e lu la r  fue in te n s if ic a d o  en lo s  u_l 
timos. 10 a 15 anos a l  observarse  que algunos componentes de la s  paredes 
c e lu la re s  son responsab le^  de l a  v iru le n c ia  de c ie r ta s  b a c te r ia s .  Ade­
mas, l a  observaciôn  de qup algunos a n t ib iô t ic o s ,  como fa  p e n ic i l in a ,  
que son capaces de p e rm itf r  l a  reproducciôn  de b a c te r ia s  d e sp ro v is ta s  
de su pared  c e lu la r  (p ro tp p la s to s )  d io  un nuevo empuje a l a  p o s ib i l id a d  
de e s tu d ia r  la s  p rop iedades de l a  membrana s in  la s  com plicaciones de 
la s  p o s ib le s  im purezas in tro d u c id a s  en lo s  métodos u t i l iz a d o s  p a ra  sepa 
r a r  l a  pared .
tC uales son la s  d i f ic u l ta d e s  con que nos encontramos a l  e x tra e r  la s
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membranas b a c te r ia n a s ;  La autonomia c a r a c t e r i s t i c a  de la s  b a c te r ia s  
Gianrf o Gram- in d ic a  una d ife re n c ia  fundam ental (9 6 ) . Las b a c te r ia s  
Gram-h e s tâ n  en v u e lta s  en una pared  c e lu la r  de 200 a 600 A, debajo  de l a  
cual se observa l a  membrana b a c te r ia n a  s im ila r  en su  asp ec to  m o r f o l^ l— 
CO a la s  membranas c e lu la re s .
En la s  b a c te r ia s  Gram- por e l  c o n tr a r io ,  e l  asp ec to  observado en e l  
m icroscopio e le c tro n ic o  es mucho mâs com plicado. A sf, por e je n ç lo , pue— 
de ob serv arse  l a  e x is te n c ia  de una membrana e x te m a  formada por lip o p o -  
l is a c â r id o s ,  fo s fo lip id o s  y p ro te fn a s , una capa r fg id a  de p e p tid o g lic a — 
nos y una membrana p la sm a tica . En g e n e ra l , se a p l ic a  e l  térm ino de "en­
vol tu ra  c e lu la r "  que inc lu y e  l a  membrana e x te rn a  y l a  capa r f g id a  d e l 
p ep tid o g lican o  (98, 9 9 ). A e s ta  o rg an izac iô n  se suma en algunas b a c te ­
r ia s  c ap su la re s  una g ruesa  c< pa e x te r io r  a l a  membrana e x te m a . La com­
pos ic iô n  qufm ica de l a  e n v o ltu ra  c e lu la r  ha s id o  ex tensivam ente  estudia^ 
da en E sch erich ia  c o l i  (100, 101, 9 9 ) . La s u p e r f ic ie  e x te r io r  e s t â  fo r ­
mada por l ip o p o l is a c â r id o s , p ro te fn a s  y I fp id o s ;  l a  e s tr u c tu r a  r f g id a ,  
es de p ep tid o g lic an o s  unidos covalentem ente a lip o p ro te fn a s  (102) y l a  
membrana c itp p la sm â tic a  e s tâ  también formada por l ip o p ro te fn a s . E s ta  
membrana e x te m a  puede s e r  ro ta  por acc iôn  de so lu c io n es  conteniendo 
EETA, lib e râ n d o se  lo s  com plejos l ip o p o lis a c â r id o s  a l a  vez que c ie r ta s  
enzimas p e rip lâ sm ica s  (103).
Cuando e s to  o cu rre  se  transform an  a la s  b a c te r ia s  de r e s i s te n te s  a 
se n s ib le s  a l a  a c c im  b a c te r ic id a  de c ie r t a s  m oléculas h id ro fô b ic a s  co­
mo l a  ac tin o m ic in a  D que en l a  b a c te r ia  in ta c ta  no e je r c e  ninguna acciôn. 
Esta membrana e x te r io r  p o d rfa  te n e r  l a  doble funciôn de re te n e r  c ie r ta s  
enzimas e se n q ia le s  a l a  vez que p ro v eer a l a  b a c te r ia  de una b a r r e ra  p r^  
te c to ra  p a ra  e v i t a r  l a  e n tra d a  de c ie r to s  tô x ic o s . Aun cuando no se sabe 
ccn ség u rid ad  l a  forma en que e s ta s  enzimas p e rip lâ sm icas  se encuen tran  
en tre  la s  membranas in te rn a s  y e x te m a s ,  s f  parece  confirm era e su  ausen­
cia en e l  i n t e r i o r  de l a  c é lu la  b a c te r ia n a .  La l i s t a  de enzimas l ib e r a -  
das en e s ta s  cond iciones in c lu y e , e n tre  o t r a s ,  fo s fa ta s a s  a lc a l in e s ,  5 - 
-n u c le o tid a sa s , fo s fo d ie s te r a s a  c f c l i c a ,  r ib o n u c le a sa , p e n ic i la s a ,  DNA 
endonuclease, y enzimas capaces de u n ir  aminoacidos a su  pared  (104). Se 
destaca  p a rtic u la rm e n te  e l  hecho de que es p o s ib le  man te n e r  v ia b le s  la s  
cé lu las  de £ , c o l i  que han p e rd id o  d e l 91 a l  92% de sus enzimas p e r ip lâ s  
micas (105).
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Aun cuando e l  tra ta m ie n to  con EDTA l ib e r a  e l  com plejo l ip o p o l i s a c a i i  
do e x te r io r  y la s  enzimas p e r ip lâ sm ic a s , e l  p o rc e n ta je  l ib e ra d o  depends 
de l a  especfe  e s tu d ia d a  y r a r a  vez re p ré se n ta  mas de un 30% d e l t o t a l  
determ inado (106).
Surgen a s i  d if e r e n te s  metodos p a ra  se p a ra r  e s ta  membrana e x te r io r ,  
e n tre  lo s  cu a le s  e l  mâs e fe c t iv o  parece  s e r  e l  que induce l a  l i s i s  de 
l a  c e lu la  b a c te r ia n a  después de l a  acc ion  de so lu c io n es  conteniendo 
EDTA y liso z im a  (107). En e s te  caso se  observa l a  p re s e n c ia  de e s f e ro -  
p la s to s  s im ila re s  a lo s  que se o b tien en  con c é lu la s  GranH-, que aun p re ­
sen tan  secc io n es  de l a  membrana e x te r io r  un idas a lo s  p ro to p la s to s .  Mem 
branas e x te r io re s  fueron  o b ten id as  de E, c o l i  de e s ta  forma en p re sen ­
c ia  de después de la v a r  e s f e ro p la s to s  con T r ito n  X-100 (108 y 109).
En e s ta s  cond iciones se  s o l i  i l i z a  l a  membrana in te rn a  y l a  membrana ex 
te m a  forma v e s fc u la s .
La observacion  a l  u ltram ic ro sc o p io  de la s  membranas te n id a s  n e g a tiy a  
mente in d ican  l a  e x is te n c ia  de una e s t r u c tu r a  t r i la m in a r .  La composi­
cion quim ica es de un 45% de p ro te fn a s  y un 55% de p o lis a c â r id o s  en lo s  
que se d e s ta c a  l a  p re se n c ia  de h e p to sa , g lu co sa , 7 -c e to -3 -d e o x io c to n a - 
to s  y fo s fa to s .
E l e s tu d io  e l e c t r o f o r é t ic o  de sus p ro te fn a s  in d ic a  que pueden ex­
t r a e r s e  aproximadamente 10 o mâs bandas con una v a r ia c iô n  de pesos mole 
c u la re s  de 10.500 a 44.000. Algunas de e s ta s  bandas pueden m o d ifica rse  
por calen tam fen to  de l a  m uestra , y aun aum entarse , s i  la s  v e s fc u la s  ob- 
te n id a s  se t r a ta n  con p ronosa , con p e n ic i l in a ,  sa c a ro sa  y p ro l in a  (110) 
o rompiendo la s  c é lu la s  con te f lo n ,  p o r ejem plo . A veces se  ob tien en  
membranas r iç a s  en ribosom as y con una co n cen trac io n  e lev ad a  de âcidos 
n u c le ic o s , a s f  como de o t r a s  enzim as, y capaces de s e r  a c t iv a s  en l a  
s f n te s i s  d e l DNA y , p o s ib lem en te , de p ro te fn a s . También en lo s  Gramrf c£ 
mo B, s u b t i l i s  (111) se  observa l a  p re se n c ia  de po lim erasa  endonucleo- 
sa s  y l ig a s a s  en l a  membrqna e x te r io r .  B e ll y c o l .  (11%) in d ic a n  ademâs 
l a  p re se n c ia  de enzim as d e g ra d a tiv a s  de fo s fo lfp id o s  eq l a  membrana ex­
t e r i o r  de E. c o t i .
En r e a l id s d ,  e l  problem s p a ra  e l  e s tu d io  de la s  membranas b a c te r ia ­
nas en la s  b a c te r ia s  Gram-, se  d i f i c u l t a  e sp ec fficam en te  po r l a  im posi- 
b i l id a d  de s e p a ra r  comple tamen te  l a  membrana e x te m a , pero  l a  p o s i b i l i ­
dad de que c fe r to s  componentes e s tu d iad o s  tengan una u b icac io n  e sp e c ff^
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ca (adenosin  t r i f o s f a t a s a ,  d esh id ro g en asas , citocrom os como conq>onentes 
de l a  membrana in te r n a ,  a s f  como, h ep to sas  de lo s  lip o p o lis a c â r id o s  y 
âcido  murâmiço de lo s  p e p tid o g lic an o s ) p e rm itir â  un mejor c r i t e r i o  p a ra  
l a  p u r if ic a c iô n  de l a  f ra c c iô n  a e s tu d ia r  como paso p rev io  a l  e n ten d i­
m iento de su o rg an izac iô n .
Las b a c te r ia s  Granri- poseen una e s t r u c tu r a  mâs fâc ilm en te  d e f in id a .
La pared c e lu la r  mide de 200 a 400 Â y puede no te n e r  su b e s tru c tu ra . En 
algunos casos parede h ace r c o n tac te  prôximo e n tre  la  secciôn  in te rn a  de 
la  pared  y l a  secc iô n  e x te m a  de l a  membrana p lasm atica  y , a v eces , es 
p o s ib le  observar l a  p re sen c ia  de mesosomas en reg io n es e sp e c ff ic a s  (96). 
La p re se n c ia  de v e sfc u la s  p e r i f e r ic a s  a l a  membrana sug erid a  por Gosh y 
c o l .  (113) no in d ic a  que sean sem ejantes a la s  observadas en la s  b a c te ­
r i a s  Gram-, pues no se  l i b e r  n enzimas por tra ta m ie n to  con EDTA y cho­
que osm ôtico.
Un componente c a r a c te r î s t i c o ,  lo c a l iz a d o  e n tre  la  pared y la s  membrai 
nas de e s ta s  b a c te r ia s ,  sqn lo s  âc id o s te ic o ic o s ,  algunos au to re s  (114) 
su g ie ren  l a  p re sen c ia  de âcidos te ic o ic o s  i n t r a  c e lu la re s  t a l  vez aso­
c iados con la  membrana p la sm a tic a . E l método g en e ra l de p rep arac iô n  de 
membranas de b a c te r ia s  Gram-, se basa  en e l  uso de enzimas capaces de 
l i s a r  l a  pared y en l a  p re sen c ia  de e s ta b i l iz a d o re s  osmôticos (115,116). 
Se d ilu y e  luego e l  medio para  p ro d u c ir  l a  ro tu ra  c e lu la r  y o b ten er la  
membrana p la sm a tica .
Es indudable l a  s e n c i l le z  y f â c i l  ob tenciôn  de membranas, pero  surge 
una com plicaciôn como consecuencia de que e s ta s  b a c te r ia s  p re sen tan  ve­
s fc u la s  in t r a c e lu la r e s  o mososomas de m orfo log la  d ife re n te s  (113, 117, 
118, 119) cuya p re se n c ia  puede c o n tro la rs e  po r condiciones f is io lô g ic a s ,  
g e n é tic a s , e tc .  La e s tr u c tu r a  de lo s  mesosomas fue in ic ia lm e n te  in v e s t^  
gada por Chapmann y M il l ie r  (120) y su coup o s ic iô n  inc luye  p ro te fn a s , 
âc idos n u c le ico s  y I fp id o s  (121, 122, 123). En una re c ie n te  re v is iô n  de 
lo s  métodos de ob tenciôn  y de su  composic iô n  y funciones Reuch y Burger 
(124) su g ie ren  que pueden s e r  co rp u scu les  d eg rad a tiv o s  y que, en a lgu ­
nos c aso s , pueden ademâs se r  e l  punto de uniôn de lo s  n u c leô tid o s  a la  
membrana. En algunos organismos lo s  mesosomas pueden e s ta r  v incu lados a 
l a  s f n te s i s  n u c le a r  y t a l  vez de enzim as e x tr a c e lu la r e s .  También se ha 
su g erid o  que lo s  mesosomas sean e l  s i t i o  de acum ulaciôn de lo s  monofos- 
fo n u c le ô tid o s  in ic ia lm e n te  incorporados en la  membrana, como p u rin a  nu-
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c le o s îd o s , adenina o in o s in a  (125, 126).
Las membranas p la sm aticas  de b a c te r ia s  observadas a l  m icroscopio 
e le c tro n ic o  SQ asemejan a l a  unidad de membrana de Robertson (7) con 
un e sp eso r de 75 a 85 Â. Las c r i t i c a s  a n te s  mencionadas para  o tra s  mem- 
b ranas c e lu la re s  no perm iten ninguna co n c lu s i&i sobre l a  a rq u ite c tu ra  
m olecu lar de la s  mismas.
Cuando la s  p rep arac io n es  se observan con e l  metodo de t in c io n  n e g a ti  
va es p o s ib le  d e te c ta r  l a  p re se n c ia  de p a r t ic u le s  sem ejantes a la s  ob­
serv ad as  en la  membrana m ito c o n d ria l in te rn a .  En algunos casos se  en­
cuen tran  en ambas caras  de l a  membrana de la s  b a c te r ia s  Granrf. Sin em­
b arg o , no ha s ido  p o s ib le  ob serv ar l a  p re sen c ia  de una o rg an izac io n  in ­
te rn a  s im ila r  a l  r e t ic u lo  endoplasm ico, aun cuando no se  d e sc a r ta  su  po^  
s i b le  e x is te n c ia  (127). La a p lic a c io n  de lo s  metodos m icroscopicos a 
membranas Gran^- (E, o o l i  128, 129), indicein la  p re sen c ia  de p a r t ic u le s  
de 50 a 100 Â de diâm etro  en la  cara  e x te m a  de la  membrana y en mucho 
menor numéro en l a  cara  in te rn a  cuya funcion  es aun desconocida, pero  
puede t r a t a r s e  de complejos en z im atico s .
Si b ien  la  observacion  m icroscop ies  en la s  membranas p la sm aticas  bajc 
te r ia n a s  no in d ic a  la  p re se n c ia  de un r e t f c u lo  endoplâsm ico en algunas 
b a c te r ia s ,  como S. oereus y S. Megaterium  (94, 130) e x is te  ev id en c ia  de 
que lo s  po liribosom as se unen a puntos e sp e c ff ic o s  de l a  membrana, que 
en e l  B, oereus t ie n e  un espeso r de conexion de 25 Â. E ste  m a te r ia l de 
conexiôn no es s e n s ib le  a l a  acc iôn  de l a  r ib o n u c le a sa  o l a  deoxiribonju 
c le a s a  en B. Megaterium, Ademâs, cuando la  ob tenciôn  de menbranas se 
hace en p re sen c ia  de 20 mM de Mg^" ,^ e l  60% de lo s  ribosom as de la  c e lu ­
l a  con tinuan  unidos a l a  membrana.
La composiciôn qufmica de la s  membranas es esenc ialm en te  l ip o p r o te i -  
ca y sem ejante a la s  de o tra s  membranas c e lu la re s .  En g e n e ra l, lo s  r e ­
s u lta d o s  rep re sen tan  lo s  v a lo re s  de l a  membrana p la sm a tica  y mesosomal 
pues no e x is te n  métodos su fic ien tem e n te  e sp e c ff ic o s  que g a ra n tice n  e l  
fracc io n am ien to  d i f e r e n c ia l  de la s  mismas. En la s  membranas Gram- e l  
problem s se com plice por lo s  métodos em pleados, excepto  en la s  membra- 
nas a is la d a s  de micoplasmas que carecen  de membrana e x te r io r  (131).
E stu d io s  con rayox X de membranas a is la d a s  de Miooptasma L a id law ii 
(131) in d ic a , que lo s  Ifp id o s  tie n e n  una o rg an izac iô n  de b icap a  y la s  
^ ro te fn a s  no se encuen tran  lo c a liz a d a s  en forma uniform e en ningun lado
26 -
de la  b icap a  n i  penetrando  en e l l a .  Cuando se a p lic a n  té c n ic a s  de re s o ­
n an c ia  m agnétiça e le c t rô n ic a  a menbranas en la s  que se  ha incorporado  
âc id o s  g raso s  m arcados, se  observa que la  mayor p a r te  de lo s  Ifp id o s  se 
en cu en tran  en un medio v isco so  de h id ro c a rb u ro s . La observaciôn  u ltra n d  
c ro sco p ica  de p reparados c rio scô p ic o s  in d ic a  l a  p re se n c ia  de una gran 
s u p e r f ic ie  l i s a  en un 80% (punto de ro tu ra  de cadenas m e tilé n ic a s  de 
fo s fo lfp id o s )  y p a r t f c u la s  en menos de un 20% de su  s u p e r f ic ie  (131).
E s tu d io s  d e l e sp e c tro  in f r a r r o jo  de membranas de M, L ysodeik tiou s  
(133) que con tienen  de un 2 5 -  30% de Ifp id o s  in d ican  que e s ta s  menbra- 
nas son sem ejantes a membranas de e r i t r o c i to s  (134) y r e t f c u lo  endoplas 
m âtico (135). Las p ro te fn a s  aparecen  como a h é l ic e s  con tr a n s ic io n e s  a 
conform aciones 3 a l  e x tra e r s e  lo s  Ifp id o s  con d e o x ico la to . E stas  tra n s ^  
c iones no se observan s i  I r  e x tra cc iô n  de ifp id o s  se  hace con c lo ro fo r -  
mo-metanol o acetona-m etano l. Los Ifp id o s  se encuen tran  en uns conforn# 
cinôn t r a n s ,  que favorece  la  in te ra c c iô n  e n tre  cadenas l ip f d ic a s .  Este 
c a r â c te r  disminuye cuando se in te n ta  re c o n s tu ir  la s  membrai is  por l a  
a so c ia c iô n  de lo s  Ifp id o s  y la s  p ro te fn a s  previam ente sep a rad as . La pre_ 
s e n c ia  de p ro te fn a s  in te racc io n an d o  a tra v é s  de sus cadenas h id ro fô b i­
cas con la s  cadenas de h id ro ca rb u ro s  de lo s  I fp id o s , parece  p ré v e n ir  la  
mâxima a so c iac iô n  de I fp id o s  en forma mâs ordenada ( tra n s )  que es en e r-  
géticam ente  l a  mâs a s t a b l e .
E stu d io s  de d if ra c c iô n  con rayos X en membranas de una m utante de E, 
ooVi (136) in d ican  que l a  secciôn  p o la r  de lo s  I fp id o s  de l a  membrana 
se e n cu en tra  en un estad o  Ifq u id o  expandido. En e s te  caso es p o s ib le  o^ 
s e rv a r  t ra n s ic io n e s  de una forma hexagonal compacta a o tr a  expandida o 
f lu id a  por e fe c to  de l a  tem p era tu ra . E stas  tra n s ic io n e s  pueden c o r re la -  
c io n a rse  con m od ificac iones de e s tad o s  re la c io n a d a s  cqn funciones espe­
c f f ic a s  de l a  membrana. E l e s tu d io  c o r r e la t iv o  de dos a c tiv id a d e s  e n z i-  
m âticas (in co rp o rac iô n  de p ro lin a  y a c tiv id a d  de l a  sq cro sa  de deshidrjo 
genasa), m odfficadas en funciôn  de l a  conq>osiciôn de Ifp id o s  y de l a  tem 
p e ra tu ra ,  in d ic a  un d ife re n te  comportamiento p a ra  ambas enzim as.
En base  a e s ta s  d ife re n c ia s  se su g ie re  que la  o rg an izac iô n  m olecular 
de l a  membrana es h e te ro g én ea ; es d e c i r ,  cada p ro te fn a  puede e s t a r  a so - 
c iad a  con Ifp id o s  e sp e c ff ic o s  cuya n a tu ra le z a  depende de l a  funciôn  que 
la  p ro te fn a  deba r e a l i z a r .  S im ila res  observaciones en lo s  mécanismes de 
tra n s p o r te  de azucares (137) in d ican  que la s  enzimas in v o lu crad as  se  en
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cuentran  tam bîén en la s  r é g iones mas m oviles de l a  membrana. E s ta s  ob- 
se rv ac io n es  complementan l a  id ea  de que l a  h e te ro g en e id ad  en l a  d i s t r i ­
b u tio n  de le s  componentes p ré se n te s  en l a  membrana es l a  ex p resio n  mas 
adecuada p a ra  sus m u ltip le s  fu n c io n es.
La composicion de la s  membranas e s tu d iad a s  in d ic a  que en muchas b ac- 
t e r i a s  l a  rg la c io n  de p ro te în a s  a l ip id e s  es s im i la r  a l a  p ré se n te  en 
e r i t r o c i t o s ,  Una re v is io n  de le s  componentes in d ic a  una co n cen trac iôn  
v a r ia b le  de âcido  r ib o n u c le ic o  que en membranas o b ten id as  en au sen c ia  
de es d e l 1 a l  2%. E l âcido  d eo x irib o n u c le ico  s e  en cu en tra  tambien
p ré sen te  en la s  membranas p e ro , en g e n e ra l, se  d e s tru y e  a l  em plear l a  
d eo x irib o n u c leasa  en e l  p^oceso de obtencion  de la s  mismas. E l c o n te n i-  
do de h id ra to s  de carbono es v a r ia b le  y , en g e n e ra l, b a jo , su g ir ie n d o  
la  p o s ib i l id a d  de que la s  m<mbranas no poseen p o lis a c â r id o s  o p e p tid o -  
g lic a n o s . La p re se n c ia  de l ip o p o lis a c â r id o s  en la s  b a c te r ia s  Gram- es 
considerada  como un s e r ie  contam inante de la s  membranas cuya p u r if ic a *  
ciôn es considerab lem ente  d i f i c i l .
La conçosic ion  de lo s  l ip id o s  e s tu d iad o s  en la s  membranas b a c te r ia -  
nas in d ic a  en a lgunos casos una co n cen trac ion  prédom inante de l ip id o s  
de cadenas de h id ro c a rb u rp s  s a tu ra d a s , ram ificad as  o de cadenas l in e a -  
le s  no s a tu ra d a s  cuya composicion puede s e r  m odificada de acuerdo a l  mo^  
do de c u lt iv o  (138, 139). Componentes " l ip id o  so lu b le s"  (140) (c a ro te ­
n e s , menaquinonas, ub iqu inonas, benzoquinonas) se encuentran  como conp^ 
n en tes  de l a  base l i p id i c a  o como c o n s ti tu y e n te s  de l a  cadena r e s p i r a to  
r i a  o de t r a p s fe re n c ia  de e le c tro n e s  en fragm entes de membranas o f r a c -  
c i  ones in t r a ç e lu la r e s .  Los ca ro ten es  de Af. LysodeiktvouB  parecen  lo c a l i  
za rse  en l a  çapa l i p i d i c a  y puede* u t i l i z a r s e  como in d ic e  l ip id ic o  du-» 
ra n te  e l  p roçeso  de p u r if ic a c io n  de membranas. O tros cçmponentes como 
p o liia o p re n o ie s  se en cu en tran  asociados a mesosomas o * l a  menbrana ex­
te rn a  de la  c é lu la  (141, e n tre  o t r o s ) .  Los e s te r o le s  son, en g e n e ra l , 
r a r e s  en la s  b a c te r ia s  (142), ex cep te  en e sp ec ies  de Mycoplasma c rec id o  
en p re se n c ia  de su e ro . Los fo s fo lîp id o s  tambien se encpen tran  en la s  
membranas y su  com posicion p arece  s e r  e s p e c if ic a  de l a  e sp e c ia , aun 
cuando so lo  s^  haya determ inado l a  p re se n c ia  de f o s f a t i d i l g l i c e r o l  y 
fo s fa t id i le ts n o la m in a  (138, 139, 143). Tambien se han a is la d o  derivados 
de g l ic o l ip id o s  en b a c te r ia s  Granrf a lo s  que se ha a tr ib u id o  l a  p o s ib i­
l id a d  de form ar pores en sus membranas que perm iten  e l  paso de c a tio n e s .
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an iones o c ie r to s  m e ta b o lito s  so lu b le s  en agua (144).
E l e s tu d io  de la s  p ro te în a s  de membranas b a c te r ia n a s  es în c ip ie n te  y 
com plejo po r lo s  problèm es în h e re n te s  de l a  ob tencion  de la s  mismas, y 
de lo s  so lv e n te s  empleados para  su sep aracio n  y s o lu b i l iz a c io n .  Moldow 
y c o l. (145)» s o lu b i l iz a n  e l  80% de l a  e n v o ltu ra  d e l E, c o t i  con tioci^a 
n a to  de g u an id in a . E l 40% de la s  p ro te în a s  s o lu b il iz a d a s  se m antienen 
aun so lu b le s  en u rea  6M y e l  a n a l i s i s  e le c t r o f o r e t ic o  in d ic a  l a  p resen ­
c ia  de 18 bandas ; p o s te r io r  fraccionam ien to  en columnas de c e lu lo sa , 
perm ite  p u r i f i c a r  a lgunas bandas cuya pureza se comprueba con e l  uso de 
a n tis u e ro s  e s p e c îf ic o s .  io s  re su lta d o s  observados por e s to s  au to re s  in -  
d ican  la  au sen c ia  de una concen trac ion  m a y o rita r ia  de una p ro te în a  u n i-  
ca o p ro te în a  e s t r u c tu r a l .
mbranas de micoplasma^ fueron tambien s o lu b iliz a d a s  con so lu c io n es  
de SDS 20 mM y tampoco se observa l a  p re sen c ia  de una p ro te în a  m ayorita  
r i a  (146). P a tte rso n  y Lennarz (147) in d ican  en cambio l a  p re se n c ia  de 
un 90% de una p ro te în a  m a y o rita ria  en un b a c ilo  a is la d o  de un c u lt iv o  
de B. Megateri.um KM, S a lto n  y c o l. (148) in d ican  que es p o s ib le  ob ser­
v er e le c tro fo re tic a m e n te  de 15 a 20 bandas en so lu c io n es  de membranas 
de M, L ysodeik tiau e  s in  n o ta r  tampoco la  p re se n c ia  de una p ro te în a  mayo 
r i t a r i a .  Osbom y c o l. (149) s o lu b i l iz a n  p ro te în a s  de l a  membrana extejr 
na e in te rn a  de S, Tiphimiœ'ium, La membrana e x te m a  con tiene  un 60% de 
p ro te în a , 50% de fo s fo lîp id o s  y 90% de lo s  l ip o p o lis a c â r id o s  de l a  en­
v o ltu ra  b a c te r ia n a ;  e s ta  membrana d i f i e r e  en la  composicion de p r o te î ­
nas y de enzimas re sp ec to  de la  membrana in te rn a .  La citocrom ooxidasa, 
su cc în ic o  desh id ro g en asa , D -lac t* to -d esh id ro g en asa , y e l  componente I I  
de l a  a -m e til  g lu co sid o  fo s fo tr a q s fe ra s a  se encuen tran  e sp ec îficam en te  
en l a  membrana in te r n a .  Las f o s f ç l ip a s a s ,  en cambio, parecen  lo c a l iz a -  
das en l a  membrana e x te m a . O tras enzim as como l a  U D P?hidrolasa, r ib o -  
n u c lea sa  I ,  y endonucleasa  I ,  se encuen tran  en cambio en ambas f r a c c io -  
n es. Los g l ic e ro fo s fa to s  se  encuen tran  tambiân en amb*s membranas pero  
con d ife re n te  d is t r ib u c io n  r e l a t i v e .
S i l a  e s t r u c tu r a  de l a  membrana b a c te r ia n a  fuese  s*m ejante a l a  de 
la s  c e lu la s  an im ales , s e r î a  p o s ib le  s o lu b i l i z a r  compoqentes de la  misma 
de acuerdo a su  d is t r ib u c io n .  A sî, por ejem plo, la s  p ro te în a s  p e r ip la s -  
m âticas m antenidas en l a  membrana p o r fu e rz a s  e le c t r o g tâ t ic a s  s e r îa n  s ^  
lu b i l iz a b le s  po r v a r ia c io n e s  t a ie s  como e l  pH. P ara  s p lu b i l i z a r  la s  p m
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te in a s  in t r in s e c a s  s e r îa  n e c e sa rîo  e l  uso de d e te rg en te s  que dism inuye- 
ran la s  in te ra c c io n e s  h id ro fo b ic a s  p ré s e n te s , y una vez sep arad as  sus 
prop iedades s e r îa n  semeja n te s  a la s  observadas en la s  mismas e x tra îd a s  
en la s  membranas c e lu la r e s  anim ales con su  c a r a c t e r î s t i c a  in s o lu b il id a d  
en so lv en teg  acuosos en au sen c ia  de d e te rg e n te s .
La re sen a  b ib l io g r a f ic a  in d ic a  que la s  menbranas de HaUôbaQ'teTiwn se 
d iso c ian  pop e fe c to  de a l t a  ccm centracion de s a le s  en e l  medio (150).
En membranas de U, L yso d eik ticn s  e s  p o s ib le  l i b e r a r  a ATPasa disminuyen 
do l a  fu e rz a  io n ic a  (151, 152, 153) y l a  NDH-deshidrogenasa a l  la v a r  
la s  membranas con EDTA (127). La necesid ad  de algunos d e te rg e n te s  que 
deben e s t a r  p ré se n te s  p a ra  s o lu b i l i z a r  lo s  conçonentes de la s  mismas, 
ha s ido  ya c ita d o  a n te r io rm e n te .
La im p o rtan c ia  de la s  in te ra c c io n e s  e n tre  p ro te în a s  en e l  m anten i- 
m iento de 1* e s t r u c tu r a  de l a  membrana se pone de m a n if ie s to  po r lo  me- 
nos en Af. Lysodeikt'icus  ppr e l  hecho de que e l  tra ta m ie n to  de l a  membra 
na con g lu ta ra ld e h id o  in h ib e  l a  l ib e ra c io n  de ambas enzimas (154). En 
la s  membranas s in  t r a t a r  por e l  c o n tra r io  se  puede o b serv er que l a  mor- 
fo lo g îa  i n i t i a l  de l a  misma (fondo l i s o  con p a r t ic u le s  in t e r io r e s  y en 
lo s  b o rdes) se  m o d ifies  con l a  l ib e ra c io n  de la s  enzimas a n te s  m entions 
d as, m ien tra s  que o tra s  enzimas (citocrom o y su c c în ic o  desh id ro g en asa) 
permanecen aun en la s  membranas ob serv ab les  de a p a r ie n c ia  to ta lm e n te  1^ 
sa .
E s tu d io s  inm ulo log icos de membranas lavadas (155) in d ic a n  l a  p re sen ­
c ia  de un numéro pequeho de componen tes  a n tig e n ic o s  que no t ie n e n  r e l a ­
t io n  con e l  numéro de bandas observadas e le c tro fo re tic a m e n te  en l a  so in  
cion  de p ro te în a s  de l a  membrana con d e te rg e n te s . E s ta  s im p lic id a d  tam­
b ien  fue observada en membranes de Af. LaCdtawii (156) e^  ^ e s tre p to c o c o s  
(157) y en B, Megaterium  (158). Los re s u lta d o s  pueden în te r p r e ta r s e  co­
mo l a  p re se n ç ia  de componentes poco inm unogeneticos en e s ta s  membranas, 
o b ie n  que muchos de lo s  grupos inm unogenëticos de e s ta ^  p ro te în a s  e s ta n  
ta n  e n te r ra d p s  en e l  i n t e r i o r  de l a s  mismas que no es jposib le  su  d e te r ­
m in a tio n . Otpa e x p l ic a t io n  s e r î a  que todas la s  p ro te în p s  d i f e r e n te s  de 
cada membrana poseen , s in  embargo, algunos pocos comq>opentes a n t ig ë n i-  
cos comunes.
Por u ltim o , s i  la s  membranas b a c te r ia n a s  e s ta n  form*das por unidades 
p ro te ic a s  o l ip o p r o te ic a s  a so c ia d a s , experim entos de d ^ so c iac io n  de corn
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ponentes y su  p o s te r io r  re a so c ia c iô n  debe p e rm it i r  l a  reo b ten c io n  de la  
membrana i p i ç i a l  con sus p rop iedades anatom icas y f i s io lo g ic a s .  Las con 
c lu sio n es  de S a lton  (93) p a ra  membranas de M, L ysodsik tiou a  y o tro s  in ­
dican que l a  d iso c ia c io n  de sus componentes es p o s ib le  p a ra  e l  uso de 
agen tes capaces de com petir con in te ra c c io n e s  io n ic a s  o h id ro fo b ic a s , 
ind icando  la  p re se n c ia  de mâs de un t ip o  de in te ra c c io n e s  en la s  membra 
nas e s tu d ia d a s . Âdemas, es p o s ib le  d i fe re n c ia s  com paratives de e s ta s  
fu e rzas  e n tra  membranas de d if e re n te s  o r îg e n e s . La com plejidad de lo s  
re s u lta d o s  su g ie re  que la s  a so c ia c io n e s  no son a l  a z a r , s in o  que por e l  
c o n tra r io  e l  lô g ic o  e sp e ra r  d is t r ib u c io n e s  en reg iones de l a  membrana 
de acuerdo a funciones e s p e c if ic a s  de lo s  componedtes observados.
F inalm en te , cabe p reg u n ta rse  tambiân dônde se s in te t i z a n  la s  p r o te î ­
nas de la s  msmbranas b a c te r i ,  la s . La p re se n c ia  de ribos-m as unidos a la  
membrana (30%) han s id o  ya d e s c r i ta s  p a ra  E. ooVC (159) y para  B. Mega- 
terium  (160) y M, L yso d eik tio u s  (161). Vambutas y S a lto n  (161) in d ican  
que l a  s î n t e s is  de l a  ATPasa no se in h ib e  por e fe c to  d e l c lo^am fenico l 
m ien tras que s i  se  in h ib e  l a  s f n t e s i s  de a lgunas p ro te în a s  c ito p la sm â t^  
cas. S i e s t e  e fe c to  inducido  es  debido a una d ife re n c ia  de lo s r ib o so -  
mas de l a  membrana o porque sea  mas d i f i c i l  e l  acceso d e l c lo ram fen ico l 
a la  membrana no ha s id o  aun in v e s t ig a d o . En M, L a id la u iï  la s  s în t e s i s  
de p ro te în a s  de membranas en p re se n c ia  de c lo ram fen ico l no ha s id o  ob- 
sei;vada, perp  s î  se  ha  observado la  c o n tin u a tio n  de la  s în te s i s  de fo s ­
fo lîp id o s  con l a  co n s ig u ien te  dism inucion de l a  densidad de la  membrana 
como e fe c to  d e l aumento de l a  s î n t e s i s  de l ip id o s .
En S, Typlyimurium (162) tam bien se ha observado l a  e x is te n c ia  de en­
zimas capaceg de s in te t i z a s  f o s fo l îp id o s  y l ip o l i s a c â r id o s  en l a  membr^ 
n a , pero  s in  conocerse aun e l  s i t i o  de s î n t e s i s  de la s  p ro te în a s . Se s ^  
be , s in  embargo, que c a tio n e s  como Mg^ "*" son n e c e sa r io s  p a ra  la  in te g ra ­
tio n  de a lgunas enzimas ( g a la c to s i l t r a n s f e r a s a ,  por e jem p lo ). En mode- 
lo s  s in té t i c p s  de membranas, no se sabe con seg u rid ad , s i  l a  acciSn de 
lo s  c a tio n e s  e s  l a  de in d u c ir  cambios conform acionales en la s  p ro te în a s  
o s i  ac tu an  çomo un lig an d o  e n tre  l a  p ro te în a  y lo s  l îp id o s  de l a  mono- 
capa ex p e rim en ta l. Tampoco se conoce con seg u rid ad  e l  mecanismo p o r e l  
cual lo s  p o l is a c â r id o s  s in te t iz a d o s  en l a  membrana p la sm â tic a  de e s ta s  
b a c te r ia s  son capaces de a tr a v e s a r  e l  e sp ac io  p e r ip la sm â tic o  p ara  lo c a -  
l iz a r s e  fin a lm en te  en l a  membrana e x te m a .
De todo lo  d icho , e s  f a c i l  d ed u eir que la s  membranas b a c te r ia n a s  
aparecen  como e s tr u c tu r a s  de f â c i l  ob tencion  y en cond iciones de buena 
rep ro d u c tio n  aun cuando e s ta  u ltim a  sea  funcion  de lo s  metodos de p u r i ­
f i c a t io n  que p e rm its  o b te n e r la s  s in  contam inantes c i to p la s m â tic o s . Aun- 
que se  ha  d e s c r i to  l a  p re se n c ia  de mesosomas, ë s to s  parecen  o r ig in a r s e  
po r in v a g in a tio n  de l a  membrana s in  que sus p rop iedades y fu n c io n es  ac - 
tualm ente  conocidas e s tê n  completamente a c la ra d a s .
Las funciones de la s  meinbranas b a c te r ia n a s  in c l iy e n  tr a n s p o r te  a c t i ­
v e , tra n s p o r te  e le c tro n ic o ,  f o s fo r i la c io n  o x id a tiv a , s i t i o  de a n c la je  
d e l  nuc leo  p ara  i n i c i a r  l a  d iv is io n  c e lu l a r ,  s î n t e s i s  de fo s fo l îp id o s  y 
de lo s  componentes de l a  pared . P re se n tan , ademas, ribosom as fuertem en- 
te  unidos a la s  mismas cuya p re se n c ia  y funciones no se  conocen aun en 
forma d e f in i t iv e .
Por su  anatom îa y p rop iedades son s im ila re s  a la s  membranas c e lu la ­
re s  de organism es su p e r io re s  y en sus componentes in te ra c tu a n  fu e rzas  
probablem ent* de l a  misma n a tu ra le z a  que la s  im p licadas en e s ta s  u l t i ­
mas (aso c iac io n es  de l îp id o s  p ro te în a s ,  in te ra c c io n e s  p ro te în a  p ro te în a , 
e t c . ) .  P or l a  s im il i tu d  de sus p rop iedades y l a  s e n c i l le z  de su  ob ten­
t io n  en can tid ad es  adecuadas r e s u l ta n  entonces conven ien tes p a ra  e l  e s ­
tu d io  a n a l î t i c o  de sus componentes y de su  o rg a n iz a tio n .
J U S T I F I C A C I O N  DE LA I N V E S T I G A C I ON
La membrana c ito p la sm a tic a  de Af. 'lysoàe'iktdcuB ha s id o  in tensam ente  
e s tu d iad a  (163). Las cond iciones de a is la m ie n to  y p rop iedades de la  
misma in d ican  l a  e x is te n c ia  de una membrana tip o  (164, 127) cuyos conpo^ 
nen tes (165, 140, 166, 167, 168) l ip id ic o s  y p ro te ic o s  parecen  o rg a n i-  
zarse  en t a l  forma que es p o s ib le  l i b e r a r  gradualm ente algunos de lo s  
mismos. A sî, por ejem plo , ha s id o  p o s ib le  s o lu b i l i z a r  l a  ATPasa, (151, 
152, 153, 154) p o r e fe c to  de tanpones de b a ja  fu e rza  iô m 'ra , y l a  NADH 
desh idrogenasa por tampor.es conteniendo EDTA (127). La e x tr a c t io n  de e^  
ta s  p ro te în a s  se acompana por una ré d u c tio n  de l a  s u p e r f ic ie  g ra n u la r  
de l a  su b e s tru c tu ra  membranosa (169) y conduce a l a  ob tencion  de una 
membrana r e s id u a l .
Se ha dicho en l a  in tro d u c tio n  de e s ta  t e s i s  la  p o s ib il id a d  de obse^
var dos t ip o s  de membrana en e s ta s  b a c te r ia s ,  l a  membrana p la sm a tic a , y
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l a  membrana mesosomal, s in  embargo, con lo s  mâtodos empleados en e l  pro 
sen te  t r a b a jo  se supone que se  o b tien e  un sis tem a  de membrana p la sm a ti­
ca mesosomal unico (170).
Los metodos de c u l t iv o  y , po r c o n s ig u ie n te , l a  ob tencion  de concen- 
tra c io n e s  adecuadas de câ^u las de M, ty so d e ik tio u a  y e l  a is la m ie n to  de 
sus membranas (171, 172, 173) e lim inan  uno de lo s  mayores in conven ien - 
te s  con que se  en cu en tran  lo s  in v e s tig a d o re s  de membranas c e lu la re s  de 
o tro s  organism os (174, 28 ).
E l o b je to  i n i t i a l  de e s ta  t e s i s  e ra  e l  de o b ten er un método adecuado 
para l a  s o lu b i l iz a c io n  de l a  membrana p la sm atica  re s id u a l  de Af. lyBO'- 
d e ik tio u a t  y e l  fracc io n am ien to  de sus componentes p ro te ic o s .
Las d i f i c u l ta d e s  in ic ia lm e n te  encon tradas p a ra  l a  sp lü b iliz a c i& n  de 
p ro te în a s  un* vez e x tra îd o s  lo s  l îp id o s  de e s ta  membrana, han su g erid o  
la  n ecesid ad  de e s tu d ia r  la s  cond ic iones p a ra  e v i t a r  l a  d e s n a tu ra l iz a -
ciôn de la s  mismas. Se in ic ia ro n  entonces e s tu d io s  con e l  o b je to  de de­
te rm in er l a  e x is te n c ia  de grupos SH en la s  mismas, y que puedan s e r  lo s  
causan tes de ese  p roceso  por fo rm ation  de ag regados.
Se ha e s tu d iad o  asimismo e l  e fe c to  de d ife re n te s  compuestos,como d i -  
t io n i to  sod ico  e iodoacetam ida, en l a  m ovilidad  e l e c t r o f o r ë t i c a  de p ro -  
te in a s  de d icha  membrana r e s id u a l .  Tambien se e s tu d ia  e l  e fe c to  de e s ­
to s  compuesfos en lo s  e sp e c tro s  de ab so rc iô n  v i s ib le  y u l t r a v i o l e t s  de 
la  membrana re s id u a l  s o lu b i l iz a d a .
Una vez s o lu b il iz a d a s  e s ta s  p ro te în a s  y encon tradas la s  condiciones 
de su fracc io n am ien to , se  e s tu d io  l a  d is t r ib u c io n  de sus pesos m olecula 
r e s ,  y se  in te n tô  su fracc io n am ien to  por c r ib a  m o lecu lar.
Los e sp e c tro s  ob ten idos y e l  fraccio n am ien to  in d icab an  l a  p re se n c ia  
de o tro s  componentes ademâs de la s  p ro te în a s ,  que r e s u l tô  in esp e rad o . 
Estos componentes compreiiden âc id o s  r ib o n u c le ic o s  y a z ü c a re s , y se p lan  
teô  en tonces l a  d e te rm in a tio n  de té c n ic a s  adecuadas p a ra  su  e s tu d io . 
ta s  té c n ic a s  se han ex tendido  a l  e s tu d io  de l a  membrana t ip o .  Se ha de­
term inado e l  conten ido  de âcidos n u c le ico s  en la  misma, a s î  como l a  d i^  
tr ib u c iô n  e le c t r o f o r e t ic a  de m a te r ia le s  conteniendo h id ra to s  de carbono.
La p re sen c ia  de algunos azü cares  id e n tif ic a d o s  en l a  membrana tip o  
su g e rie ro n  la  necesid ad  de d e term iner s i  lo s  mismos azü ca res  se  encuen­
tra n  en la s  membranas r e s id u a le s ,  y su id e n t i f i c a t io n  en re s id u e s  l i ­
b re s  de l îp id o s  de la s  membranas e s tu d ia d a s .
La id e n t i f i c a t io n  de hexosaminas e n tre  o tro s  azücares  s u g ir io  l a  prie 
s e n c ia  de g l ic o l îp id o s ,  g lic o p ro te în a s  o l ip o p r o te în a s . E l a is la m ie n to  
de p o lis a c â r id o s  en una de la s  membranas re s id u a le s ,  ip d ic a  que lo s  po­
l is a c â r id o s  deben s e r  tambien considerados como p o s ib le s  componentes de 
la s  membranas.
F inalm en te , se ha examinado e l  e fe c to  d e l m ercaptoepanol en l a  d is ­
t r ib u t io n  e le c t r o f o r â t ic a  de l îp id o s ,  h id ra to s  de carbpno y p ro te în a s  
en l a  membrane t ip o  y l a  p re se n c ia  de e s to s  conq)(mente# en lo s  re s id u o s  
l i b r e s  de l îp id o s  de l a  misma.
M E T O D O S  Y M A T E R I A L E S
A) PARTE EXPERIMENTAL 
M.  L Y S O D E i m C U S  -  C O N D I C I O N E S  D E  C U L T I V O  ( 1 6 7 )
E l medio de c u lt iv o  t ie n e  la  s ig u ie n te  com posicion: 5% de bactopepna 
D ifcc, 0,1% de e x tra c to  de lev ad u ra , 0,5% de c lo ru ro  de so d io . Se a ju s ­
ta  e l  pH a 7,5 con h id ro x id o  de so d io .
Se tra n s f fe re n  400 ml de e s te  medio a m atraces de 2 l i t r o s ,  o 600 ml 
a m atraces de 3 l i t r o s .
El medio s o lid o  se p rép ara  agregando 2% de Âgar norm al o 1,5% de 
Agar Difco a l  medio a n te r io r .
La cepa d* M, ïy so d e ik tic u e  NCTC 2665 se  conserva en nevera  y en me­
dio so lid o  nprm alm ente. Para c u l t iv a r  en medio l iq u id o  se p rép a ra  un 
p re -in o c u lo , t r a n s f i r ie n d o  su c u lt iv o  de ag ar so lid o  a 50 ml de medio 
l iq u id o : y se c u l t iv a  a 30*C du ran te  16 h o ra s . Se t r a n s f ie r e n  luego 5 
ml de e s te  c u lt iv o  a lo s  m atracps de 2 o 3 l i t r o s  y se  incuban por 24 
boras h a s ta  que la  densidad o p tic a  de una s - lu c iô n  d i lu id a  a l  te r c io  
sea de 1 a 750 nm. El orgpnismo se c rece  en cond ic iones de fu e r te  a e re ^  
ciôn 50% de la  a g i ta t io n  maxima d e l a g ita d o r  New Brunswick.
Las c e lu la s  se  recogen d e l medfo por c e n tr i fu g a t io n  a 10.000 g en 
f r io  (c e n tr ifu g e  S o rv a ll ,  modelo RC2-8 r o to r  GSA) y d u ran te  media h o ra . 
Se lavan  a c o n tin u a tio n  dos veces ton  agua d e s t i la d a  y se  someten a  d i ­
fe re n te s  p roçed im ien tos para  l a  ob tencion  de membranas como se in d ic a  a 
con tinuéeion .
M E T O D O  D E  O B T E N C I O N  D E  M E M B R A N A S
A lo  la rg o  de e s te  t r a b a jo , se  llam arâ  membrana bde^oa o tip o  a la  
ob ten ida  de acuerdo a l  proced im ien to  de S a lto n  y F re e r  (164) que en e l  
m icroscopio e le c tro n ic o  aparecen  como v e s fc u la s  e s f e r i ç a s .  Se lla e a n
membranas re s id u a le s  a membranas en la  que p a r te  de sus componentes han 
s id o  e lim inados por d i s t i n to s  tip o s  de tra ta m ie n to s , Una de la s  membra­
nas que se d e sc rib en  a c o n tin u a tio n  (RI) es s im ila r  a l a  o b ten ida  a n te -  
rio rm en te  (127, 151, 152, 153, 154).
Para o b ten er membranas, la s  c ë lu la s  b a c te r ia n a s  lavadas o b ten id as  cjo 
mo se in d ic a  an te rio rm en te  se  suspenden en 150 ml de tampon Tris-CIH
0.05 M (pH 7 ,5) conteniendo 8 ml de c lo ru ro  de magnesio 1 M y 6 ml de 
liso z im a  (5 m g/m l). Se incuba 30 m inutos a tem peratu ra  am biante y luego 
se anade s u f ic ie n te  c an tid ad  de s o lu t io n  de d eo x irib o n u c leasa  (5 mg/ml) 
(175) p a ra  d ism in u ir l a  densidad  de la  suspension  de c e lu la s .  Luego se 
incuba o tro s  10 6 15 m inutos, se  c e n tr ifu g e  30 m inutos a 27.000 g p a ra  
ob ten er un sedim ento que co n tie n e  la s  membranas b a c te r ia n a s  y un so b re -  
nadante que se d e s c a r ta .
OBTENCION DE MEMBRANA BASICA 0 TIPO (164)
El sedim epto a n te r io r  se  la v a  4 veces con tampon Tris-C IH  (pH 7 .5 )
0.05 M.
OBTENCION DE MEMBRANA RESIDUAL RSIO
Se s ig u e  *1 proced im ien to  a n te r io r  p a ra  o b ten er membrana b â s ic a  con- 
tinuando  luego con t r è s  lavados d e l sedim ento con 0 .03 M de tampon 
Tris-CIH  con ten iendo  ademas 0 ,01  ^  de EDTA. Finalm ente se lav a  dos ve­
ces con tampon T ris-C IH  0.003 M.
MEMBRANA RESIDUAL Ri (127, 151, 152, 153, 154)
El sedim ento de membranas i n i c i a l  se  lav a  t r è s  veces con tampon T r is -  
-CIH Ot.03 M conteniendo 0.001 M EDTA, segu ido  por t r è s  lavados con tampon 
de Tris-C IH  0.003 M.
MEMBRANA RESIDUAL R^g
Se sig u e  e l  p roced im ien to  ind icado  p a ra  l a  o b te n tio n  de membrana R^, 
excep to  que la  co n cen trac io n  de EDTA empleada es de 0 ,01  M.
Los sedim entos se  recogen siem pre cen tr ifu g an d o  a 27.000 g d u ran te  30 
m inutos y a 4°C empleando la  c e n tr f fu g a  S o rv a ll R C2-B. Los tampones de 
T ris-C IH  son siem pre de pH 7 .5 . La suspension  de membranas en e l  mismo 
tampon f i n a l  es e l  m a te r ia l  que se  usa en algunos experim entos. En o tro s ,
la s  membranas d ia li 'z a d a s  co n tra  agua d e s t i la d a  d u ran te  24 ho ras se  l i o f ^  
liz a n  en l i o f i l i z a d o r  V i r t i s .
S O L U B I L I Z A C I O N  D E  M E M È R A N A S
El e s tu d io  de la s  c a r a c te r i s t i c a s  quim icas de lo s  componentes de mem­
branas como base para  l a  ra c io n a liz a c io n  de sus p rop iedades t ie n e  dos 
c o rr ie n te s  m etodo log icas. Por un lad o , l a  s o lu b i l iz a c io n  t o t a l  de la s  
r.ieuibranas y l a  id e n t i f ic a c io n  de sus com ponentes, l îp id o s ,  p r o te în a s ,  M 
d ra to s  de carbono, e t c . ,  s in  in te r e s a r s e  por l a  a c t iv id a d  b io lo g ic a  de 
los mismos s in o  de su  com posicion quîm ica. O tra  d ire c c io n  emplea en cam­
bio metodos s e le c t iv o s  que separan  componentes conservando sus p rop ieda­
des b io lo g ic a s  y en un orden determ inado.
Una de la s  c a r a c t e r i s t i c a s  de lo s  componentes de l a  membrana c e lu la r  
es su escasa  s o lu b il id a d  en cond iciones f i s io lo g ic a s ,  y que so lo  casos 
extremes de pH, y /o  d e te rg e n te s  inducen su ap a ren te  s o lu b i l iz a c io n .
E sta  ap aren te  d iso lu c iô n  no g a ra n tiz a  que sus componentes fondamenta­
le s  e x is te n  en estado  m olecu lar in te ra c tu a n d o  con e l  so lv e n te  y no e n tre  
s î .  En re a lid a d  puede haber o cu rrid o  una reducciôn  de p a r t îc u lâ s  a tama- 
hos no d e tec tad o s por un examen m acroscopico o v is u a l ,  y que r e s i s te n  a 
la  fu e rza  g r a v i ta t io n a l  u t^ l iz a d a  como c r i t e r i o  de s o lu b i l iz a c io n .
La in fo rm atio n  b ib l io g r a f ic a  in d ic a  l a  v a r ia b i l id a d  de cond iciones p£ 
s ib le s  re sp ec to  de lo s  metodos de d iso lu c iô n  de membranas (14, 49, 52,
56, 176, 177, 178, 179, 180, e n tre  o t r o s ) .
E sp ecîficam en te , l a s  membranas de Af. ty so d e ik tia u e  han s id o  fracc io n a  
das con e l  uso combinado de d e te rg e n te s  iô n ico s  y no iô n ic o s  completado 
ton fraccionam ien to  s a l in o  (180, 181).
Los metodos basados en l a  d iso lu c iô n  de p ro te în a s  en SDS se  in v e s t i -  
gar en la  a c tu a lid a d  considerando  e l  e fe c to  d e l  d e te rg e n te  sobre  l a  p ro­
te in s  (182, 183, 184, 185, 186, 187, e n tre  o t r o s ) .  Las p ro te în a s  d isu e^  
ta s  en SDS han s id o  tambiÔn separadas de sus componente l ip îd ic o s  con re^ 
s in as  (18, 188).
Sin e n tr a r  en l a  in v e s t ig a t io n  d e l  e fe c to  d e l SDS en lo s  componentes 
de la s  membrapas e s tu d ia d a s , e l  p roced im ien to  comünment* empleado en es­
ta  t e s i s  es 1* d iso lu c iô n  de la s  mismas en tampones confeniendo SDS en 
d iv erses  c o n cen trac io n es .
En algunos experim entos empleando la  membrana R j, se  déterm ina prim e-
ro  la  co n cen trac ion  de p ro te în a s  (Lowy y c o l ,  189) y se  ag rega  luego 
SDS en propo rc iôn  de 4 mg/mg de p r o te în a s . E ste  metodo se  emplea para  
la  d iso lu c iô n  de membrana antes, d* l a  e x tra c t io n  de l îp id o s  ton  M-bjj 
ta n o l que se  d e ta l l a  mas a d e la n te .
Se probaron in ic ia lm e n te  d if e r e n te s  tampones, T ris-C IH  de d if e r e n te s  
m olaridades y pH 7 ,5 ; y a c e ta to  sod ico  de pH en e l  rango â c id o , o b se r -  
vândose que p ara  lo s  experim entos re a liz a d o s  con la  membrana R^, r e s u l -  
taba  mâs conveniente e l  empleo de e s to s  tampones con u rea  0 .5  M. P ara  
la s  d e te rm in â tio n es  de âcidos n u c le ic o s  con e l  Metodo 1 que se  d e ta l l a  
mâs a d e la n te , se  u t i l i z a n  membranas l i o f i l i z a d a s , y se suspenden e s ta s  
en agua para  su  d e te rm in a tio n  con e l  Mefodo 2 (ver mâs a d e la n te ) , Para 
l a  e x tra c t io n  de l îp id o s ,  la s  membranas l i o f i l i z a d a s  se humedecen a n te s  
de su e x tra c t io n  empleando c lo roform o-m etano l, como se  in d ic a .
E l a n â l i s i s  de h id ra to i  de carbono se r e a l i z e  en algunos casos en 
membranas l i o f i l i z a d a s , o fra c c io n e s  de re s id u o s  ob ten idos luego de ex- 
t r a e r  l îp id o s  con c lo roform o-m etanol.
Para  e l  e s tu d io  e l e c t r o f o r e t ic o  de lo s  componentes de l a  membrana R% 
la s  frac c io n es  o b ten id as  luego de e x tra e r  lo s  l îp id o s  con b u ta n o l, y 
la s  fracc io n e*  o b ten id as  de la s  columnas con Sephadex G-200, la s  so lu ­
c io n es  de la s  mismas se  a p lic a ro n  a lo s  g e les  en lo s  tampones empleados 
en la s  te c n ic a s  e sp e c ia le s  u t i l i z a d a s .  Estos tampones son d ife re n te s  
d e l empleado en la  e l e c t r o f o r e s i s .
En e l  e s tu d io  e le c t r o f o r e t ic o  de componentes (p ro te în a s , h id ra to s  de 
carbono, l îp id o s ,  âc idos n u c le ic o s )  de todas la s  membranas e s tu d iad a s  
en e s ta  t e s i s ,  se u t i l i z a  en g e n e ra l e l  p rocedim iento  de d is o lv e r  la s  
membranas l i o f i l i z a d a s  en e l  tampon de la  e l e c t r o f o r e s i s , conteniendo 
SDS a l  1% y /o  m ercap toe tanp l a l  0,5%.
P ara  o tro s  a n â l i s i s  r e a l iz a d o s , la s  suspensiones o d iso lu c io n e s  de 
membranas, re s id u o s , so lu c io n es  que la s  co n tien en , se  d e ta l la n  e s p e c îf i  
camente en lo s  mismos.
E X T R A C C I O N  D E  L I P I D O S  D E  M E M B R A N A S  D E  M .  L Y S O D E I K T I C U S
E ntre  los numerosos metodos e x is te n te s  p a ra  l a  e x tra ç c iô n  de l îp id o s  
se  e l ig ie ro n  dos p ro çed im ien to s: 1) E x tra c tio n  con n -b u fa n o l, (190),
2) E x tra c tio n  con una mezcla de clo roform o-m etano l, (191, 192, 193).
La se le c c iô p  d e l prim er proced im ien to  se  basa en que e s te  fue  ya em­
pleado para  l a  e x tra c t io n  de l îp id o s  en suspension  de membrana de 3^  
sodeik tiou a  por Salton  (181). E l a u to r  in d ic a  l a  e x tra c c iô n  de un 
de l îp id o s  y l a  s o lu b il iz a c io n  de a lgunas enzimas conservando la  a c t l y i  
dad en z im âtica  (ATPasa), y recuperando lo s  citocrom os en l a  in te r f a a e .
En un tra b a jo  de Oparin y c o l .  (194) en membranas de M, ty s o d e ik t i” 
eus se  observa que la  fu e rza  io n ic a  e s t a b i l i z a  la s  p ro te în a s  en un %  a 
251 y e l  80% de la s  p ro te în a s  de l a  membrana se  m antienen po r in te r a c ­
ciones de c a r â c te r  h id ro fo b ic o . La p re se n c ia  de enzimas so lu b le s  en la  
fase  n -b u ta n o lic a  (181, 195, 196), s u g ie re  l a  n ecesid ad  de e s tu d ia r  
la s  p ro te in a s  so lu b le s  en e l  tampon y en l a  in t e r f a s e ;  a s î  como la s  que 
pudieren s o lu b i l iz a r s e  a l  con tener SDS e l  tampôn a em plear.
A-rXTRACCION ÇON A^ -BüTANOL
A plicaciôn  a j a  membrana R l. Obtencion de f ra c c io n e s  S^, S^ e I
Por su  c a r ë c te r  quîmico (a l a  vez h id r ô f i lo  y l i p o f i l o )  en n -b u tan o l 
se  r e p a r te  e n tre  la  fa se  acuosa y la s  m olâculas de l îp id o ,  com pitiendo 
cou e s to s  p a ra  su  a c tio n  con la s  p ro te în a s .  Ademas t ie n e  l a  v e n ta ja  de 
que puede u t i l i z a r s e  en medio acuoso haciendo in n e c e sa r ia  l a  e x tra c tiô n  
exhaustive  i n i t i a l  de agua d e l m a te r ia l  a d e s l i p id i z a r . Sin embargo, 
lo s  prim eros in te n te s  re s u lta ro n  n e g a tiv e s .  E l mayor p o rc e n ta je  de p ro -  
te ln a  se p re sen tab a  en una in te r f a s e  in s o lu b le  aun en s o lu t io n  de pH a l  
c â lin e s  (1 0 ,6 ) , u rea  8M, y c lo ru ro  de g u an id in io  6 M.
Se observo en tonces que s i  l a  in te r f a s e  se trà itaba  con m ercap toeta­
no l se o b ten îa  un e sp e c tro  d i f e r e n c ia l  de ab so rc iô n  re sp e c to  de l a  p ro - 
te îna  no t r a ta d a .  Se pensô a s î  que la  d e sn a tu ra liz a c iô n  se  d eb îa  a l a  
foim aciôn de agregados de p ro te în a s . F inalm ente se  m odificô  e l  metodo 
o r ig in a l  como se  d e t a l l a  a c o n tin u a c iô n .
Una suspensiôn  Rl o b ten id a  como se  in d ic a  en la  s e c tio n  co rresp o n - 
d ien te  se  suspenden en tampôn de a c e ta to  sôd ico  0 .05  M y u rea  0 .5  K 
(pH 5 .2 ) .  Luego se déterm ina e l  con ten ido  de p ro te in a s  por e l  môtodo 
de Lowry y c o l .  (189) y se  agrega SDS en una co n cen trac iô n  de 4-5  ng 
por mg de p ro te in a . La s o lu tio n  se  c e n tr ifu g e  a 27.000 g 30 m inutes » 
descartândose  e l  pequeno re s id u e  que a p a rece . En algunos c aso s , s e  solju 
b i l iz a  a o tro s  pH determ inândose en tonces e l  con ten ido  d® p ro te în a s  de
- .5 y -
re s id u e . A e s ta  so lu c iô n  de 25 a 50 ml conten iendo de 0 .5  -  5 mg de p ro ­
te in a  por m i l i l i t r o  se  agrega d i t i o n i t o  de sodio  ( 1.2  mg/ml de so lu c iô n ) 
pa ra  re d u c ir  lo s  c itocrom os (189). Después de ag reg ar iodoacetam ida en 
v a r ia s  c o n cen trac io n es , se  ex traen  lo s  l ip id o s  con n -b u ta n o l (40% p eso / 
/volumen) a 4®C y ag itan d o  continuam ente, l a  suspension  se  c e n tr ifu g e  a 
10,000 g d u ran te  10 m inu tos. Se observan en tonces la  p re se n c ia  de t r è s  
zonas, u n a^b u tsn ô lica  a m a r i l la  que co n tien e  l a  mayor p ro p o rc iô n  de l i p i ­
dos (se d e s c a r ta ) ,  una in te r f a s e  y una fa se  in f e r io r  acuosa (S ^ ), Luego 
de e x tra e r  l a  fa se  b u ta n ô lic a  con una je r in g a  se  in c l in a  lig e ram en te  e l  
tubo para a d h e r ir  l a  in te r f a s e  a la s  paradas d e l mismo y e x tr a e r  la  fa se  
in te rm ed ia .
La in te r f a s e  se suspende en aproximadamente un 1%5 d e l volumen i n i ­
c i a l  y en un tampôn de a c e ta to  -  u rea  pero  conteniendo 1% de SDS.
La fa se  acuosa Sj s e  e x tra e  dos o t r è s  veces con « -b u ta n o l en l a  m is­
ma forma, h a s ta  que e l  « -b u ta n o l sobrenadan te  quede in c o lo ro .
Las in te r f a s e s  re s p e c tiv e s  o b ten id as  en e s ta  r e p e t ic iô n  d e l p ro c e d i­
miento se mezclan en l a  suspensiôn  de in te r f a s e  i n i c i a l  y se  r e p i te  l a  
e x tracc iô n  de l ip id o s  con e l  mismo procedim iento  p a ra  o b ten er fin a lm en te  
una fa se  acuosa (S2) y una in te r f a s e  I .  La so lu c iô n  S^ se d ia l i z a  co n tra  
tampôn conteniendo SDS a l  0.1%. La so lu c iô n  S2 y la  su sp en siô n  de I  con­
t r a  tampôn conteniendo SDS a l  1%. Como se v e ra  lu eg o , l a  so lu c iô n  S2 y 
la  suspensiôn  de I  (que se  d isu e lv e  luego de la  d i a l i s i s )  p re se n ta n  la  
misma composiciôn de p ro te in a s  ( s i  se  juzga  por su  com portam iento e le c ­
t r o f o r e t ic o ) .  Por c o n s ig u ie n te , en la  mayoria de lo s  experim entos se  an^ 
l iz a n  en conju n to  la s  fra c c io n e s  S2 e I  m ezclandolas a n te s  de d i a l i z a r -  
la s  d u ran te  24 h o ra s . La d i a l i s i s  se r e a l iz a  con re p e tid o s  cambios de 
tampôn h a s ta  que la s  f ra c c io n e s  aparecen  to ta lm en te  c l a r a s .  En algunos 
caso s , s in  embargo, puede o b serv arse  una l ig e r a  tu rb id e z  ind icando  la  ne^  
cesidad  de una nueva c e n tr i fu g a c iô n .
E l grado de s o lu b i l iz a c iô n  de p ro te in a s  en cada f ra c c iô n  se déterm ina 
luego de d i a l i z a r  y c e n tr i fu g a r  ( s i  nuere  n e c e sa rio )  m idiendo la  concen­
tra c iô n  de p ro te in a s  con e l  metodo de Lowry y c o l .  (39) ueando se ro a lb u -  
mina bovina como c o n tro l .
B-EXTRACCION DE LIPIDOS CON CLOROFORMO-METANOL 
A plicac iôn  a membranas t ip o ,  RSIO, Rl y RIO
Folch y co labo rado res (191, 192, 193) d e sc rib en  un metodo p a ra  ex­
t r a e r  l ip id o s  de m a te r ia le s  b io lô g ic o s  con una mezcla de cloroforno-m e- 
ta n o l .  Senalan ademas que e l  e x tra c to  o rgan ico  in c lu y e  l a  p re sen c ia  de 
compuestos no l ip id ic o s ,  como con tam inan tes , que pueden in s o lu b i l iz a r s e  
s i  e l  e x tra c to  de c loroform o-m etanol se  evapora a sequedad en un lo to -  
vapor y se  r e d i s uelven luego lo s  l ip id o s  en e l  so lv e n te  o r ig in a l ,
E l residuQ  ( in so lu b le  en agua) es una m ezcla de p ro te o lip id o s  conte­
niendo p ro te in a s ,  c e ro b rô s id o s , fo s fa to s  en d if e re n te  concen trac ion .
Los a u to re s  recomiendan ademas un lavado d e l segundo e x tra c to  l ip id ic o  
,:on una m ezcla de clo roform o, me ta n o l y so lu c iô n  s a l i n a .  La fa s e  icuosa 
s u p e r io r  separado luego de c e n tr i fu g a r  co n tien e  l a  mayor p a r te  de con t^  
m inantes no l ip id ic o s  (g lu co sa , s a le s ,  u re a , sa c a ro sa , e t c , ) ,  que se  
e lim in an  en e s ta  forma.
S a lto n  y F ree r (164) a p lic a ro n  e s te  proced im ien to  en membranas l i o f ^  
liz a d as  de Micrococcus ïy so d e ik tic u e  recomendando una e x tra c c iô n  p re ­
v ia  con m etanol (93%) re p e tid a  h a s ta  l a  d e sa p a ric iô n  d e l c o lo r de] s e d i 
mento. Luego de e x tr a e r  e l  re s id u e  con clo roform o-m etanol, evaporgr e l  
e x tra c to ,  r e e x tr a e r lo  en e l  mismo so lv en te  y la v a r lo  como recomiecda 
F o lch , determ inaron  lo s  l ip id o s  g rav im e tricam en te ,
P o s te rio rm en te , Nachbar y S a lto n  (127) p re sen tan  una com posicim  de 
membrana t ip o  con un contenido  de c a rb o h id ra to s  de 4,2% y 23,8% de lip_i 
d o s .
Por o tr a  p a r te ,  G ilby y c o l .  (173) que e x tra je ro n  lo s  l ip id o s  cfe M. 
ly so d e ik tic u s  por ca len tam ien to  a r e f lu jo  con m etanol seguido  de ô te r ,  
o b tien en  un 27-28% de l îp id o s  y a lre d e d o r  de un 15% de hexosas en e l  ma 
t e r i a l  l i b r e  de l îp id o s .
Ambos grupos de in v e s tig a d o re s  determ inan azücares re d u c to re s  luego 
de h id r o l iz a r  con ac ido  c lo rh îd r ic o  2N, pero p a rtie n d o  de membranas t i ­
po (127) o de re s id u o  l i b r e  de l îp id o s  e x tra îd o s  con e t e r  y metanol 
(184).
Sin embargo, e s to s  a u to re s  en co n traro n  d e f ic ie n c ia  en e l  contenido 
de h id ra to s  de carbono, lo  que s u g ir iô  l a  p o s ib i l id a d  de que p a r te  de 
lo s  azücares  se p e rd ie ra n  a l  h id r o l i z a r  l a  membrana com pléta, lo  que no
o cu rria  a l  h ace r l a  de term inacion  en la  membrana l ib r e  de l ip id o s .  Sin 
embargo, l a  determ inacion  c u a n t i ta t iv a  de azücares por an trô n a  en e l  nm 
t e r i a l  no s o lu b iliz a d o  en lo s  m atraces empleados p a ra  e l  secado de la  
fase o rg a n ic a , o en e l  sedim ento que r e s u l ta b a  a l  d e ja r  re p o sa r e s ta  üj^ 
t in a  duran te  toda  l a  noche. Se d ec id io  en tonces m o d ifica r e l  p ro c e d i­
miento como se in d ic a  a co n tin u a c iô n ,
Membranas l i o f i l i z a d a s  (30-50 mg) se  humedecen con 0 ,5  ml de agua y 
se  e x traen  con m etanol a l  95% a 37®C h a s ta  que e l  e x tra c to  es in c o lo ro  
cen trifugando  cada vez a 5000 rpm d u ran te  10 m inu tos, E l sedim ento se 
ex trae  entonces 2 veces con cloroform o-m etanol (2 : 1, v /v  10 ml cada 
vez) y luego de c e n tr ifu g a r  se  agrega la  fa s e  o rg an ica  a l  e x tra c to  met£ 
n ô lico .
El re s id u o  (m a te r ia l l ib r e  de l ip id o s )  se  seca en vacfo  h a s ta  peso 
co n stan te .
La fa se  o rg an ica  (m etanol y c lo roform o-m etanol) se  evapora en e l  ro -  
tovapor a 45*C a sequedad y se  vuelve a d is o lv e r  en c loroform o-m etanol 
dejândolo toda la  noche a 4*C, Se decan ta  l a  so lu c iô n  de cloroform o-m e­
tano l (c e n trifu g a n d o la  s i  es n e c e sa rio )  y se  lava  con una so lu c iô n  con­
teniendo cloroform o, m etanol y agua en p rop o rc io n es  de 3 :48:47  aproxinm 
danente y , ademas, c lo ru ro  de p o ta s io  a l  0.88%, Para e l  lavado , se  u t i ­
liz a n  4 ml de e s ta  u ltim a  so lu c iô n  p a ra  lo s  10 ml de la  fa se  o rg a n ic a . 
Se o b tien e  a s î  una fa se  acuosa de lavado . Los r e c ip ie n te s  empleados en 
la  e tapa  de evaporaciôn  de la  misma se  lavan  tambien con e s ta  fa se  acim 
sa , que se guarda para  determ inar hexosas p o s te r io rm e n te . P a r te  d e l s e ­
dimento adherido  a la s  paredes de lo s  mismos se d isu e lv e  en agua.
El segundo e x tra c to  de cloroform o-m etanol lavado , se evapora a seque^ 
dad en v acîo  h a s ta  peso co n s tan te  p a ra  d e term inar e l  conten ido  de l î p i ­
dos. C orrecciones de lo s  contam inantes con ten idos en lo s  so lv en te s  orga 
n icos empleados se hacen tra ta n d o  ig u a le s  volümenes de lo s  mismos a t r ^  
vôs de id e n tic o s  pasos. Su peso se deduce d e l peso de l îp id o s  ob ten id o .
E L E C T R O F O R E S I S
La e le c t r o f o r e s is  en p o lia c r ila m id a  fue  in tro d u c id q  en 1959 por S. 
Raymond y L, W eintraub (198), Es e l  r e s u lta d o  de la  p o lim erizac iô n  de 
un monômero (ac rilam id a  NH^-CO-CH-CH) en N ,N 'm etil b is  a c r ilam id a
(CH2=CH-C0-NH“ CH2“NH-C0-CH“ CH2) c a ta l iz a d a  p o r p e r s u lfa to  de amonio y 
TEMED (N, N, N ', -  te t r a m e t i le t i le n d ia m in a ) , Se o b tie n e  a s !  un g a i re
tic u la d o  formado de la rg a s  cadenas mis o menos e n trec ru zad as  en fu n c iln  
de l a  co n cen trac io n  de b is  a c r ila m id a .
La co n cen trac io n  de la  a c r ila m id a  empleada se  désigna  en g en e ra l por 
la  suma de co n cen trac io n es  de a c rilam id a  y b is  a c r ila m id a . La a c r ila m i­
da es  un so p o rte  i n e r t e ,  en que l a  sep a rac io n  de componentes de hace en 
fu n c io n  de s|li e fe c to  de " c r ib a " . La p o s ib il id a d  de una m olecula de pa- 
s a r  a tra v e s  de un tam iz depende d e l poro d e l tam iz y d e l tamano de la  
m olecula. El tamano d e l poro depende esencialm en te  de l a  co n cen trac io n  
t o t a l  de a c r ilam id a  y en e s te  s is tem a  puede v a r ia r s e  con comodidad en­
t r e  e l  3 y e l  30 por c ie n to  en una v a r ia c iô n  de poro de 85 -  a 20 A (a 
menor con cen trac iô n  mayor poro) (199,200).
Se emplean en e s te  tra b a jo  g e les  a l  7% preparados de acuerdo a Munoz 
y co labo rado res (153) y a l  10% (120) p reparados como se  in d ic a  a c o n ti­
nuaciôn .
Soluciones A 48 ml de acido  c lo rh îd r ic o  1 M; 36,6 g de T r is  0 ,23  ml Te 
med (N, N, N*, N* te t r a m e t i le t i le n d ia m in a ) ,
Soluciôn C 28 g de a c r ilam id a  y 0,735 g de b is a c r ila m id a  en 100 ml de
agua.
S oluciôn  de p e r s u lf a to  0 ,14  g de p e r s u lfa to  de amonio en 100 ml de agua.
Para g e les  a l  7% se m ezclan: 1 p a r te  A + 1 p a r te  de agua + 2 p a r te s  de
C + 4 p a r te s  de p e r s u lf a to .
Para g e le s  a l  10% de a c r ilam id a  la  so lu c iô n  C co n tien e  40 g de a c r i l a ­
mida y 1,0 g de b is  a c r ila m id a  en 100 ml de agua, m ezclindose en la s  mis  ^
mas p ro p o rc ip n e s .
Cuando la s  e le c t r o f o r e s i s  se  r e a l iz a n  con SDS y m ercap to e tan o l en e l  
g e l ,  a la s  so lu c io n es  a n te r io r e s  se agrega 0,01  ml de una so lu c iô n  de 1 
ml de SDS (10%) y 0, 05 ml de m ercap toe tano l por cada ml de m ezcla de 
p o lia c r ila m id a . Se o b tie n e  a s f  g e le s  a l  0.1% de SDS, y /p  0.05% de mercap 
to e ta n o l .
La p o lim e riz a c iô n  se  r e a l i z a  en tubes de e le c t r o f o r e s is  (6 ,5  x 0 ,8  cm)
-  -
que por un extreme se  f i j a n  a una base so s te n  con o r i f i c i o s  de ig u a l  
diam etro y se aseguran  con a n i l lo s  de goma.
El volumen de so lu c iô n  p a ra  cada tubo es de 1,5 m l. Los tubes v e r t i ­
ca les  se lle n a n  con so lu c iô n  de p o lia c r i la m id a  y luego agua y se  dejan  
p o lim e riz a r  en la  o scu ridad  du ran te  una ho ra  a tem p era tn ra  am bian te . La 
capa su p e r io r  no p o lim erizad a  se  d e sc a r ta  y se lav an  cuidadosam ente la s  
paredes d e l tubo con e l  tampôn que se  va a em plear. Los tubos se  in s e r -  
tan  en e l  ap ara to  y se  co loca  tampôn cuidadosam ente en l a  p a r te  supe­
r i o r  de cada tubo . Las m uestras se  a p lic a n  con una m ic ro p ip e ta  ten iendo  
cuidado de que se  ex tien d a  como una capa de mayor densidad  ( s i  es nece­
s a r io  se agrega so lu c iô n  a l  50% de g l ic e r in a )  en la  p a r te  s u p e r io r  d e l 
g e l.
El tampôn de e le c t r o f o r e s is  es una so lu c iô n  de T r i-g l ic o c o la  (6 g de 
T r is ,  28 g de g l ic o c o la  en 10,1 de agua pH 8 .3 ) .  Se u t i l i z a  como indica^ 
dor de e le c t r o f o r e s i s  una so lu c iô n  de brom ofenol a l  1%; se agregan 0 ,2  
ml a n te s  de comenzar la  e le c t r o f o r e s i s  a l a  p a r te  su p e r io r  d e l a p a ra to .
La e le c t r o f o r e s is  se  com pléta cuando e l  in d ic a d o r (banda a z u l)  l le g a  
a la  p a r te  in f e r io r  d e l tubo . La e le c t r o f o r e s i s  se  i n i c i a  a 2 mÂ por t ^  
bo du ran te  los prim eros 30 m inutos y a 5-6 mA d u ran te  30 ô 40 m in u to s .
Al te rm in er l a  e le c t r o f o r e s is  lo s  g e le s  se desprenden d e l tubo mani- 
pulando cuidadosam ente una la rg e  agu ja  a lre d e d o r  de la s  paredes y b a jo  
e l  agua; quedando l i s t o s  p a ra  su p o s te r io r  tra ta m ie n to .
I D E N T I F I C A C I O N  E L E C T R O F O R E T I C A  D E  P R O T E I N A S  [ 2 0 1 )
Los g e le s  se  f i j a n  en una so lu c iô n  de p a r te s  ig u a le s  de 10% de a c ô t^  
co en agua y 10% de m etanol en a c ô tic o  d u ran te  4-6 h o ra s .
Se t r a n s f ie r e n  luego a una so lu c iô n  formada mezclando p a r te s  ig u a le s  
de una so lu c iô n  a l  2% de Negro de Amido en 10% de a c e tic o  y una so lu ­
ciôn  a l  10% de m etanol en a c e tic o  du ran te  12 h o ra s . Par* d e s te n ir  lo s  
g e le s , se  vuelven a i n s e r t a r  en tubos de e l e c t r o f o r e s i s  cônicos que se 
co locan  nuevamente en e l  ap a ra to  de e l e c t r o f o r e s i s .  La ao lu c iô n  de acla_ 
rado usada para  d eco lo ra r es acido  a c e tic o  a l  7%. Se co n tin u a  la  e le c ­
t r o f o r e s i s  h a s ta  que sô lo  quedan co lo read as  la s  bandas de p r o te în a s ,  
quedando tra n s p a re n te s  lo s  extrem os d e l g e l .
En algunos experim entos se e s tu d iô  la  d is t r ib u c iô n  de bandas por a b -
so rc iô n  d e l g e l a 535 nm en e l  ex p ec tro fo to m etro  G ilfo rd  2400 equipado 
con un tra n s p o r te  de modelo l in e a r  2410-S a una ve lo c id ad  de 1 cm/min, 
de d esp lazam ien to . P ara  determ inar e l  p o rc e n ta je  de d is tr ib u c io n  se co­
p ia  l a  g ra f ic a  en p ap e l con tra z o  de la p iz  fino* Se re c o r ta  e l  I r e a  to ­
t a l  (peso t o t a l )  y luego cada a re a , ob ten iendose  e l  peso in d iv id u a l .
I D E N T I F I C A C I O N  E L E C T R O F O R E T I C A  D E  H I D R A T O S  DE C A R B O N O  [ 2 0 3 )
Se probaron d if e r e n te s  te c n ic a s  que fundamentalmente d i f i e r e n  en la  
n a tu ra le z a  d e l f i j a d o r  y en lo s tiempos de ox idacion  con acido  p e r iô d i-  
co y de reacc iô n  con fu c s in a  (16, 204, 205, 206, 207). E l p rocedim iento
que produjo  m ajores re s u lta d o s  es e l  que se  d e sc r ib e  a c o n tin u a c iô n ,
que es una m od ificac iôn  d e l metodo de Keyser (203).
1 .-  Los g e le s  se  sumergen 10 m inutos en 100 ml de e tan o l a l  95% y luego 
20 m inutes en 10 ml de m e ta n o l-a ce tic o  y agua (8 : 10: 1) ag itan d o  con 
in te rv a lo s  p a ra  e v i ta r  que e l  g e l se a d h ie ra  a l  r e c i i i e n t e .
2 . -  Se oxida luego con una so lu c iô n  de acido  periodic©  (p reparada  en e l
a c to )  de 1% en 3% de a c é tic o , d u ran te  50 m inutos,
3 . -  Se é lim in a  e l  exceso de acido  p e riô d ic o  lavando los g e le s  re p e t id a -  
mente (3 ô 4 veces) d u ran te  30 m inutos con una so lu c iô n  de t io s u lM  
to m e ta b is u if i to  (d is o lv e r  en 2 l i t r o s  de agua 10 g de m e ta b is u lf i to  
p o ta s ic o  y 60 g de t i o s u l f i t o  sô d ico . Antes de u sar m ezclar un v o l^  
men de e s ta  so lu c iô n  en un volumen de e ta n o l a l  95%.
4 . -  Se lavan  lo s  g e le s  2 veces con agua d u ran te  3 m inutos,
5 . -  Los g e le s  se co lo rean  con una so lu c iô n  de fu c s in a  y m e ta b is u lf i to  
p o ta s ic o  d u ran te  50 minutos en l a  o scu rid ad , cu b rifndose  lo s  r e c i ­
p ie n te s  con un pano negro o con p ap el de a lum in io . E sta  so lu c iô n  se 
p rép a ra  de l a  s ig u ie n te  manera: d is o lv e r  10 g de m e ta b isu lf i to  p o t£  
s ic o  en 2 l i t r o s  de agua conteniendo 21 ml de acido c lo rh îd r ic o  con 
c en trad o . Se agrega luego 8 g de fu c s in a  b a s ic a  y fe  a g i ta  m ecinicji 
mente 2 horas a tem peratu ra  am biante. Se d e ja  rep o sar o tro s  dos ho­
ra s  y se d éco lo ra  luego la  so lu c iô n  con carbôn ac tiv ad o  (N orit o 
Darco G -60), f i l t r a n d o s e  d en tro  de lo s  15 m inutos. La so lu c iô n  l ig e  
ram ente a m a r illa  o in c o lo ra  se guarda en l a  nevera  en f ra s c o  oseuro  
y p ro teg id o  de l a  lu z .
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6 . “ Los g e le s  se  lavan  luego con una so lu c iô n  de e t a n o l - s u l f i t o ,  dos ye 
ces d u ran te  5 m inutos y v a r ia s  veces d u ran te  30 m inu tos, de jando los 
luego toda  l a  noche en e l  a g ita d o r  (New Brunswick G ira to ry  S h ak e r). 
La so lu c iô n  de e ta n o l  s u l f i t o  se  p rép a ra  como se  in d ic a  a co n tin u a ­
c iôn : D iso lv er 5 g de m e ta b isu lfa to  de p o ta s io  en 1 l i t r o  de agua 
d e s t i la d a ,  1 l i t r o  de e ta n o l  de 95% y 9 ml de ac ido  c lo rh îd r ic o  co^ 
c e n tra d o .
7 .-  Se lavan  con una so lu c iô n  de acido  c lo rh îd r ic o  0 ,1  N d u ran te  15 a 
30 m inutos.
8 . -  Se guardan en so lu c iô n  de acido  a c e tic o  a l  7%.
Las bandas co lo read as  desaparecen  con e l  tiem po.
I D E N T I F I C A C I O N  E L E C T R O F O R E T I C A  D E  F e  ( 2 0 8 )
Se prueban d if e re n te s  te c n ic a s  para  la  id e n t i f ic a c io n  de p ro te în a s  
conteniendo h ie r r o  en e l  e lec tro fo re to g ra m a  (204, 209). Ei p r in c ip a l  
problema e s t r ib a  en l a  p re se n c ia  de SDS en e l  g e l  que d i f i c u l t a  lo s  me­
todos c o r r ie n te s  de t in c iô n .  El metodo seguido es e l  de Beaton y colabo^ 
rad o res  (208) con S a l de N itro sa  R. Se f i j a n  la s  p ro te în a s  en lo s  g e le s  
por inm ersiôn  du ran te  dos ho ras en una mezcla de m etano l, a c ô tic o , agua, 
(9 :10 :1  v /v /v ) .  Se sumergen luego d u ran te  15 m inutos en una so lu c iô n  de 
c lo ru ro  de h id ro x ilam in a  a l  1%, ace tado  de sod io  a l  2,7%, acido  a c e tic o  
g la c i a l  1,5%, y S a l de N itro sa  R a l  0,5%. Se lavan  seguidam ente en m et^ 
n o l a c ô tic o  y agua (50 :50 :10  v /v /v )  du ran te  2 h o ra s . La banda contenien^ 
do h ie r r o  aparece  te h id a  de un c o lo r  verde c la r o .
I D E N T I F I C A C I O N  E L E C T R O F O R E T I C A  D E  A C I D O S  N U C L E I C O S
Acidos n u c le ic o s  y o tro s  m ucopo lisacâridos y p o l i e l e c t r o l i t o s  se 
id e n t i f ic a n  por e l  metodo 4e C larke (204). Se sumergen lo s  g e les  duran­
te  1 h o ra  en Ic id o  a c e tic o  1 M y se t in e n  lu eg o , con upa so lu c iô n  a l  
0,1% de azu l de to lu id in a  en un 1% de a c ë tic o  d u ran te  upa h o r a . E l exce^ 
so de c o lo ra n te  se e x tra e  lavando e l  g e l con agua d e s t i la d a  v a r ia s  ve­
ces y d u ran te  toda l a  noche en e l  a g ita d o r  g i r a to r io  a n te s  m encionado. 
Los g e les  pueden g u ard arse  en una so lu c iô n  de 4% de g lucosa  en 0.02 M
T ris  (pH 7,9) con 0 .117 g CINa y 0,0744 g de EDTA, pero  aun en e s ta s  
condiciones se  deco lo ran  con e l  tiempo (210) ,
P ara  confirm ar l a  p re sen c ia  de ac ido  r ib o n u c le ic o  en lo s  d i s t in to s  
t ip o s  de membranas, la s  a l ic u o ta s  de su sp ensiones de membranas se some— 
ten  a la  d ig e s tio n  con rib o n u c leasa  como se  d e sc r ib e  a co n tin u ac iô n  
(211 ) .
Aproximadamente 2 mg de membranas l i o f i l i z a d a s  se  suspenden en 1 mg 
de tampon de Tris-CIH  (0 ,2  M, pH 7 ,5 ) conteniendo EDTA (2 x 10“ 3 M) y 
RNAasa (0,1 ml de una so lu c iô n  de 5 m g/m l). La susp en siô n  se incuba du­
ra n te  18 horas a 4*C. E l agregado de SDS (4 mg/mg de p ro te in a )  c l a r i f i —
ca inm ediatam ente l a  su spensiôn . A licu o ta s  de e s ta s  f ra c c io n e s  y de
c o n trô le s  en la s  que no se agregô l a  RNAasa se  a n a liz a n  e l e c t r o f o r e t i c a
mente en g e les  de p o lia c r ila m id a  a l  10% usando e l  tampôn de T r i s - g l i c i — 
na y 0,1% de SDS.
I D E N T I F I C A C I O N  E L E C T R O F O R E T I C A  D E  L I P I D O S  ( 2 1 2 )
Como en e l  tra n sc u rso  de e s ta  in v e s t ig a c iô n  re s u l ta b a  in te r e s a n te  
comprobar la  p re sen c ia  (o ausenc ia) de l ip id o s  en d iv e rs e s  p re p a ra c io -  
nes de membranas, se  u t i l i z a r o n  la s  s ig u ie n te s  te c n ic a s  de f i j a c iô n  y 
co lo rac iô n  (212, 213).
1 ,-  En algunas e le c t r o f o r e s i s ,  se  d e te c ta ro n  l ip id o s  f i ja n d o  lo s  g e le s  
en âcido t r i c lo r o a c e t ic o  a l  20% d u ran te  1 h o ra . Se t in e n  luego con 
una suspensiôn  de Sudan I I I  (p reparada  d iso lv ie n d o  Sudan I I I  en e tâ  
n o l a l  60%) a p a r te s  ig u a le s  con t r i c lo r o a c ë t ic o  a l  20%, Luego de 
incuber e l  g e l a 37°C duran te  16 horas se  d éco lo ra  lavando con agua 
y tra ta n d o  de desprender l a s  p a r t ic u le s  de suspensiôn  ad h erid as  a 
la  " su p e rfic ie  d e l g e l .  Se sumergen luego en una so lu c iô n  de m etanol 
en 20% de t r i c lo r o a c e t ic o  (40:60 v /v ) h a s ta  que se  ^ eco lo ra  e l  g e l 
excepte la s  bandas de l ip id o s ,  que se  f i j a n  luego ei% una so lu c iô n
de 0,2% de iodo en 7% de ac id o  a c e t ic o .
2 . -  Una m odificaciôn  que perm ite l a  observaciôn  de mayor numéro de ban­
das es l a  s ig u ie n te .  Se f i j a n  lo s  g e le s  con una so lq c iô n  de âcido  
p e rc lô r ic o  a l  20% duran te  2 h o ra s , se  sumergen luego en una so lu ^
ciôn a p a r te s  ig u a le s  de Sudan I I I  y so lu c iô n  a l  207[ de p e rc lô r ic o
duran te  v a r lo s  d ia s  a 37*C.
-  4 /  -
Se deco lo ran  luego lavando prim ero  con agua como se in d ic ô  a n te r io r ­
mente, y con una so lu c io n  d e l 30% de m etanol. Se f i j a n  f in a lm en te  la s  
bandas con l a  misma so lu c iô n  de iodo en âcido  a c e t ic o .  Se guardan lo s  
g e les  en so lu c iô n  a l  7% de a c e tic o  permaneciendo la s  bandas v i s ib le s  du 
ra n te  mucho tiem po. Las bandas conteniendo l îp id o s  aparecen  co lo read as  
de un c o lo r  r o j iz o  o pardo sobre  e l  fondo a m a r ille n to  d e l g e l .
D E T E R M I N A C I O N  E L E C T R O F O R E T I C A  D E  P E S O S  M O L E C U L A R E S
Las te c n ic a s  e l e c t r o f o r e t ic a s  de fraccio n am ien to  in tro d u c id a s  por 
O rs te in  (214) y Davis (213) fueron  a p lic ad a s  a g e le s  de p o lia c r ila m id a  
y SDS en m uestras red u c id as  con mere a p to e ta n o l p a ra  la  de term inaciôn  de 
pesos m o lecu la res . M aizel (216), V inuela y co labo rado res (217) y o tro s  
(218, 219, 220, 221, 222, 223), bbservaron  que en muchas p ro te în a s  red ^  
c id as  l a  v e lo c id ad  de m igraciôn e le c t r o f o r ô t ic a  es funcion  d e l l o g a r i t -  
mo de su  pego m o lecu la r . Se observan , s in  embargo, que a lgunas p r o te î ­
nas tie n e n  un comportamiento anormal (224, 225, 226),
S o luciones de membrana d e s l ip id iz a d a s  con b u ta n o l y a c e t i la d a s
con iodoacetam ida fueron  a n a liz a d as  e le c tro fo râ tic a m e n te  en g e le s  a l  7% 
s in  m ercap to e tan o l. Soluciones de seroalbüm ina b o v in a , p ep sin a , t r i p s i -  
n a , c itocrom o C, gamma g lo b u lin a , se u t i l i z a r o n  como in d ic a d o ra s . E stas 
so lu c io n es  se d isu e lv en  en e l  tampôn de e le c t r o f o r e s is  conteniendo SDS 
a l  1%. E l g râ f ic o  d e l logaritm o  de sus pesos m o lecu lares en funciôn  de 
su  m ovilidad  se co n stru y e  como lo  d e sc rib en  Dunker y Eueckert (22) para  
lo s  pesos m o lecu lares de lo s  po lîm eros de album ine, consid erân d o se , ade 
mâs, como monômero l a  banda mâs ra p id e  de m igraciôn  de cada componente 
puro .
F R A C C I O N A M I E N T O  D E  C O M P O N E N T E S  P O R  C R I B A S  M O L E C U L A R E S  
A- GELES DE SEPHADEX
Sephadex G-25
Se u t i l i z a  para  sep arac io n  de albumine red u c id a  çon m ercap toe tano l 
d e l exceso d e l re d u c to r . La ré s in a  (10 g) se  lav a  como lo  in d ic a n  lo s  
fa b r ic a n te s  (227) d e jân d o se les  ab so rb er agua en un bano h i r v ie n te  duran
t e  1 h o ra . Se é q u i l ib r a  luego con una so lu c iô n  de tampôn de a c e ta to  sô ­
d ico  (0 .033 M pH 4 ,6 ) con 2,5% de SDS y 0 ,5  M de u rea  h a s ta  que e l  e l u -  
y en te  tenga  e l  mismo pH. La r é s in a  e q u il ib ra d a  se  t r a n s f ie r e  a una c o -  
lumna de 2 ,5  cm x 35 cm. P ara  e l l o ,  l a  suspensiôn  de ré s in a  co n ten id a  
en un fra sc o  de a g ita c iô n  con s a l id a  a n iv e l  in f e r io r  se hace e n t r a r  
por una goma conectada a l a  p a r te  s u p e r io r  de l a  columna que e s té  l i e n  a 
en 1/3 de su volumen con tampôn. E l paso de la  suspensiôn  d e l g e l d e l  
r e c ip ie n te  a l a  columna se r e a l i z a  len tam en te  y en forma co n tin u a  h a s ta  
a lc a n z a r  la  a l tu r a  deseada. Los volümenes de ex c lu s iô n  y re te n c iô n  de 
p a r t ic u le s  se miden con azu l dex trano  (ex c lu siô n ) y m ercap toe tano l ( r e ­
ten c iô n ) d e tec tan d o  lo s  p icos a 630 nm y 280 nm resp ec tiv am en te .
La ré s in a  Sephadex G-25 se usa tam bien p a ra  c o n c e n tra r . P ara  e llo »  
se  co loca  la  so lu c iô n  en un tubo de d i a l i s i s  que se  envuelve en una l a ­
mina de p apel p la te ad o  conteniendo una c an tid ad  v a r ia b le  de r é s in a .  Se 
m antiene en nevera  h a s ta  que la  reducciôn  a lcan za  e l  volumen deseado .
Sephadex G-200
Se u t i l i z a  p a ra  e l  fracc io n am ien to  de p ro te in a s  de membrana Rl d e s l^  
p id iz a d as  con n -b u ta n o l. La ré s in a  se é q u i l ib r a  como se in d ic a b a  en e l  
caso a n te r io r ,  pero con un tampôn de b ic a rb o n a te  de amonio 0 ,05  M, EDTA
0.005 M, y 1% SDS y se  t r a n s f ie r e  a una columna de 2,5 x 75 cm. Las p ro  
te in a s  ( 10-20 mg) a f r a c c io n a r ,  se d ia l iz a n  para  e q u i l ib r a r la s  con e l  
mismo tampôn. La e lu c iô n  de f ra c c io n e s  se  consigne agregando mayores yo 
lumenes d e l mismo.
E l volumen de ex c lu s iô n  de la s  p a r t ic u le s  no re te n id a s  o in c lu id a s  
( t r ip tô fa n o )  se  déterm ina con una so lu c iô n  de azu l dex trano  a l  0 , 2% y 
t r ip tô fa n o  a l  2%, m idiendo l a  ab so rc iô n  ô p tic a  a 630 nm p a ra  e l  d e x tra ­
no y de 240 nm para  e l  t r ip tô f a n o .
La e lu c iô p  de p ro te în a s  se  r e a l i z a  en e l  mismo tampôn recogiendo 
fra c c io n e s  de 2 ,5  ml en e l  c o le c to r  de fra c c io n e s  Bekm^n, modelo 133 A, 
y midiendo la  ab so rc iô n  de cada so lu c iô n  a 280 nm y /o  260 nm.
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B -  FRACCIONAMIENTO DE COMPONENTES POR ÜLTRAFILTRACION
La co n cen trac io n  de p ro te în a s  por u l t r a f i l t r a c i o n  es un s is tem a  cono 
cido y u t i l iz a d o  desde a lgunos anos (228). La a p lic a c iô n  de e s ta  te c n i -  
ca a la  co n cen trac iô n  de t r i p s in a  (229, por ejem plo , in d ic a  que en algju 
nos casos y en cond iciones de tem pera tu ra  y s a le s  in o rg â n ic a s  adecuadas 
es p o s ib le  re c u p e ra r h a s ta  e l  90% de l a  a c tiv id a d  en z im â tica .
P o r te r  (229) hace una re v is iô n  de la  n a tu ra le z a  d e l fenômeno que oc_u
r r e  cuando m a te r ia le s  b io lô g ic o s  se  p u r i f ic a n  por membranas de "com ple- 
jo s  p o l i e l e c t r o l i t i c o s "  o membranas de Amicôn (230), U tiliz a n d o  membra­
nas adecuadas, su rge  la  p o s ib il id a d  de f r a c c io n a r  p ro te în a s  en funciôn  
de sus pesos m o lecu lares .
En algunos experim entos se  a p l ic a  e s ta  te c n ic a  a l  fracc io n am ien to  de 
p ro te în a s  y o tro s  componentes p ré se n te s  en l a  membrana Rl t r a ta d a  con 
n -b u ta n o l (f ra c c iô n  S2 + I ) .
A p licac iô n  a l a  f ra c c iô n  S2 + I
La f ra c c iô n  ($2 + I )  de membrana Rl (13 mg) se  in se y ta n  en e l  apara­
to  de u l t r a f i l t r a c i ô n  D ia flo  en c e lu la s  de 65 ml de capacidad  y con mem
branas de d if e re n te s  capacidades de re te n c iô n .
En la s  f rac c io n es  re te n id a s  o e lu id a s  se  determ inan  p ro te în a s ,  hexo­
sas  y r ib o sa  como se  d e ta l l a  mas a d e la n te .
I D E N T I F I C A C I O N  C R O M A T O G R A F I C A  D E  A Z Ü C A R E S
En e s te  tra b a jo  se id e n t i f ic a n  componentes azucarados por cromatogM  
f i a  descendante  en p apel Whattman No. 1 u t i l iz a n d o  una m ezcla de a c e ta ­
to  de e t i l o :  p i r id in a :  agua 80 :20:1  (v /v /v )  (231). El fanque de cromato 
g r a f îa  se s a tu ra  con e l  mismo so lv e n te  en p ro p o rc io n es  40 :10:60  (v /v /v ), 
re sp ec tiv am en te .
Membranas l i b r e s  de l îp id o s  por e x tra c c iô n  con cloroform o-m etanol se 
h id ro l iz a n  en d iv e rse s  co n cen trac io n es  de âcido  c lo rh îd r ic o  d u ra n te  
tiem pos v a r ia b le s  de 1 - 6  h o ra s . Las membranas (2-4 mg) se  pasan  a los 
tubos de h i d r ô l i s i s  que se c ie r ra n  a l a  llam a despues de a n a d ir  e l  â c i ­
do. La h i d r ô l i s i s  se  r e a l i z a  a 105**C.
E l exceso de âc ido  se  é lim in a  por ca len tam ien to  (40®C) a l  v ac îo  en 
un ro to v ap o r. Se lavan  la s  paredes d e l tubo con 0 ,2  -  0 ,5  ^  de agua 2 
6 3 v e ce s , e lim inando  cada vez e l  s o lv e n te  de l a  misma forma*
Se tra s p a s a  e l  con ten ido  d e l mismo (en 0 ,5  ml de agua) a pequenos 
tubos cônicos que se  c e n tr ifu g a n  a f in  de e v i t a r  l a  p re sen c ia  de r e s i ­
duo sô lid o  en l a  m uestra . Se evaporan nuevamente los tubos en d eseca- 
dor. E l re s id u o  se  d isu e lv e  en e l  volumen deseado de agua (20-50 m ic ro - 
l i t r o s )  y se  t r a n s f i e r e  a l  p ap e l de c ro m ato g ra fîa  en l a  forma u s u a l.
Una so lu c iô n  conteniendo m ezclas conocidas de azücares a l  0,1% en 
agua se a p lic a  como p a tro n  en una de la s  secc io n es  del p ap e l (20 m icro— 
l i t r o s ) . E l f rac c io n am ie n to  c ro m ato g râ fico  se rb a l iz a  d u ran te  16-22 ho­
ras a tem p e ra tu ra  am biante.
R E A C C I O N E S  D E  C O L O R A C I O N
AZÜCARES REDUCTOIRES
Los azü cares re d u c to re s  se id e n t i f ic a n  con f t a l a to  de a n i l in a  (232) 
(0,93 g de a n il im a  y 1,66 g de âc ido  f t â l i c o  en 100 ml de b u tan o l s a tu — 
rado con ag u a). Ha h o ja  de p ap e l s e c a , se  p u lv e r iz a  con l a  so lu c iô n  in — 
dicada y se cali< en ta  15 m inutos a 105*C, Se re v e la n  a ld o p en to sas, a ld o — 
hexosas y âcidos u rô n ic o s .
CEIOHEPTOSAS
Se id e n tif ic a m  po r l a  re acc iô n  de B ia l como lo  ind ican  K levstrand  y 
Nordal (233). Se p u lv e r iz a  e l  p ap e l con una so lu c iô n  de 0 ,5  g de o r c i -  
nol y 15 g de âcüdo t r i c lo r o a c e t ic o  en 100 ml de bu tano l sa tu rad o  con 
agua. Se c a l i g n te  a 105°C, 15-20 m inu tos. Las ce tohep tosas se  ven c o lo r  
azu l verdoso , l a s  cetohexosas o p o lio s id o s  conteniendo ce td iex o sas  dan 
co lo r a m arille n tco .
HEXOSAMINAS (234))
Los amino a z ü c a re s  se id e n t i f  ic an  con l a  re a c c iô n  de Elson y Morgan 
como lo  in d ic a  P æ rtr id g e  (234) con la s  s ig u ie n te s  so lu c io n es .
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a )  1. 0 ,5  ml de a c e t i l  ace tona  en 50 ml de b u ta n o l,
2 * 5 ml de h id ro x id o  de p o ta s io  en 50 ml de e ta n o l a l  20%.
Antes de u s a r , m ezclar 0 ,5  ml de l a  so lu c iô n  (2) a 10 ml de l a  so lu ­
c ion  ( 1) .
b ) Se d isu e lv e  1 gramo de p -d im etilam inobenzaldeh ido  en 30 ml de e ta n o l ,
se agregan 30 ml de âc ido  c lo rh îd r ic o  concentrado  y s e  l le v a  a 180
ml con b u ta n o l. Se p u lv e r iz a  l a  h o ja  seca  con l a  so lu c iô n  a) y s e  ca 
l i e n t a  5 m inutos a 105°C. Se p u lv e r iz a  luego con b) y se  c a l i e n ta  a 
105*C.
Las hexosaminas l ib r e s  dan un c o lo r  ro jo  c e re z a . La N—a c e t i lg lu c o s a -  
mina un c o lo r v io le ta  p u rp u ra . P ara  a p l ic a r  la s  so lu c io n es  de rev e lad o  
d e l cromatogr^ma, se  emplea e l  p u lv e riz a d o r  Shandon L ab ora to ry  Spray 
Gum.
D E T E R M I N A C I O N  E S P E C T R O F O T O M E T R I C A  D E  G R U P O S  S H
APLICACION A SEROALBÜMINA BOVINA Y A SOLUCION DE MEMBRANA Rl
La e s t  imac iôn  de grupos SH en l a  membrana r e s id u a l  Rl se r e a l i z a  mi­
diendo e l  cambio de ab so rc iô n  a. 255 nm cuando se anaden a l ic u o ta s  de
m uestra  a 3 ml de so lu c iô n  t i tu l a d a  de p -c lo ro m ercu rio b en zo a to  (PCMB)
(a pH 4,6 en tampôn a c e ta to  0,033 con 2,5% de SDS y u rea  0 ,5  M) c o n ten i 
da en una cubeta d e l e sp ec tro fo tô m e tro  G ilfo rd . La so lu c iô n  de p - c lo r o -  
m ercuriobenzoato  se  t i t u l a  con g lu ta t iô n  (236) como s e  in d ic a râ  a c o n t^  
nuaciôn .
P ara  la  de term inaciôn  se  u t i l i z a n  la s  c u a tro  cu betas d e l  e sp e c tro fo ­
tôm etro . La prim era co n tien e  tampôn, s i rv e  p a ra  a ju s t a r  e l  cero  d e l  ins^ 
trum ento . La segunda conteniendo tampôn (3 m l), da a l  a g re g a r a l ic u o ta s  
de m u estra , le c tu ra s  de abso rc iôn  de la  misma. La te rc e y a  y c u a r ta  con­
t ie n e  3 ml de PCMB t i tu la d o .  Al ag reg ar a l ic u o ta s  de m uqstra  se  produce 
una abso rc iô n  que es funciôn  de l a  ab so rc iô n  de la  m uestra  y d e l mercâp^ 
t id o  formado.
P ara  l a  co n stru cc iô n  de la  curva de t i t u l a c iô n ,  l a  Ig c tu ra  de l a  se ­
gunda cubeta  se r e s t a  a la s  le c tu r a s  de l a  te r c e r a  y c u a r ta .  E stos valo^ 
re s  se  c o rr ig e a  de fa c to re s  de d i lu c iô n  y re p re se n ta n  1^  a b so rc iô n  d e l 
mercap t id o .  El promedio de lo s  v a lo re s  ob ten idos en la s  dos u ltim a s  eu-
b e ta s  (co rreg id o  de l a  d ilu c io n )  se  r e p re s e n ts  f r e n te  a lo s  m ic r o l i t r o s  
de m uestra ag regados. La pen d îen te  es fu n c i6n d e l c o e f îc ie n te  de e x t ia — 
cion  d e l m ercaptido  formado» y la  în te ra c c io n  de la s  dos l în e a s  de d l f ^  
re n te  p en d îen te  es e l  punto f i n a l  de la  t i t u l a c io n ,
TITULO DE LA SpLUCION DE P-CLOROMERCÜRIOBENZOATO (236)
Se pesan lOr-lS mg de g lu ta t io n  de pureza conocida y se d lsu e lv en  en 
10 ml de tampon» Se pesan  de 8 a 10 g de -c lo rom ercuriobenzoato  y se  
d lsu elv en  en 0 ,5  ml de h id ro x ld o  de sod io  0 ,5  M. Se llev an  a 25 ml con 
agua y se  c e n tr ifu g a n . De e s ta  so lu c io n  se toman 2 ml y se  lle v a n  a 25 
ml con e l  tampon empleado en la  t i t u l a c id n .  E s ta  so lucion  s e  p ré p a ra  
temporâneamentç y se  conserva  p ro te g id a  de la  lu z  (envolviendo e l  r e c i -  
p ie n te  en pap el p la te a d o ) . Todas la s  so lu c io n es  a emplear a s f  como l a  
m uestra deben s e r  p e rfec tam en te  homogêneas cuando se  la s  examinen a tra^ 
v is  de l a  lu z , pues c u a lq u ie r  p a r t i c u le  in d u c ira  a e rro re s  en l a  d e te r -  
m inacion. Se agregan a l ic u o ta s  de g lu ta t io n  o tampon a la s  so lu c io n es  
con ten idas en la s  cu b e tas  como se  in d ic e  an te rio rm en te  p a ra  c a lc u la r  l a  
m olaridad de l a  so lu c io n  de PCMB.
La m olaridad d e l g lu ta t io n  (GSH) s e r a ;
mg GSH « ,X pureza x 0,1
y la  co n cen trac io n  d e l PCMB:
M olaridad de GSH x de GSH en e l  punto  de in c e ra c c ifa
TITULACION DE MUESTRAS
Une vez conpcida l a  m olaridad  de l a  so lu c io n  de PCMB, se  procédé a 
la  determ inacipn  de grupos SH en l a  m u estra . E l re su ltad o  se  ex p ress  cc 
mo moles de SH por moles de p ro te în a s  o, s i  no se  conoce su  peso aolecju 
la r ,  por 10^ g de p r o te in s .
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TITULACION DE GRUPOS SH EN SEROALBUMINA BOVINA Y SEROALBUMINA BOVINA RE 
DUCIDA
El metodo fue  in ic ia lm e n te  ap lic ad o  a una so lu c io n  da album ins (50 
mg/ml) p a ra  q a lc u la r  lo s  SH l i b r e s .  Tambien se  t i t u l a r o p  grupos SH de 
una so lu c io n  de albumina red uc ida  con m ercap toe tano l como se  in d ic a  a 
co n tin u ac io n  (237), 50 mg de seroalbum ina bo v in s  se  d isu e lv en  en 1 ml 
de tampon a c q ta to  (pH 4 ,6 ) conteniendo 2,5% de SDS; s e  l e  agrega 1 m i- 
c r o l i t r o  de m ercap toetano l por mg de p ro te in s  y s e  a ju s t a  e l  pH a 8 con 
m etilam ina . Luego de b u rb u je a r N2 en l a  so lu c io n  por algunos m inutos se  
tap a  y se inçuba la  so lu c io n  a 36®C du ran te  4 h o ra s .
Para l i b e r a r  l a  so lu c io n  d e l exceso de m ercap to e tan o l, se  p a ss  l a  s ^  
lu c io n  por una columns de (1 x 40) cm de Sephadex G-25, e q u ilib ra d a  con 
tampon a c e ta to  conteniendo 2,5% de SDS. Luego de a p l ic a r  l a  m u estra , la  
columns se  lav a  con e l  mismo tampon recog iendose  volumenes de 4 ml d e l 
e lu y e n te . Para  d e term inar l a  p re se n c ia  de m ercap to e tan o l y p r o te în a s ,  
se  p r é c ip i ta s  la s  p ro te fn a s  co n ten id as  en 1 ml de cada tul o con 1 ml de 
so lu c io n  de acido  t r i c lo r o a c é t ic o  a l  30%. Se f i l t r a ,  y so b re  e l  f i l t r a -  
do se d e te c ts  l a  p re se n c ia  de m ercap toe tano l ( s i  lo  h u b ie re )  po r e l  p rc  
c ip ita d o  que se  forma a l  ag reg ar a 0 ,5  ml de una so lu c io n  s a tu ra d a  de 
a c e ta to  de m ercurio . Para l a  t i tu l a c io n  de grupos SH en album ina red u c i 
da, se  toman aq u e llo s  tubos que no d e te c ta n  p re se n c ia  de m ercaptoetanoL  
En e s ta s  so lu c io n es  se c a lc u la  l a  concentraci& n de album ina por e l  met^ 
do de Lowry y c o l. (189),
TITULACION DE GRUPOS SH EN SOLUCION DE MEMBRANA RI
Se o b tienen  membranes RI de M, ty so d e ik tic u s  como se  in d ic a  a n te r io r  
m ente. E l sedim ento de membranes r e s id u a l  se  suspende en tampon de ace­
ta to  so d ico -u rea  (pH 4 .6 ) y se c a lc u la  e l  con ten ido  de p ro te în a s  con e l  
metodo de Lowry y c o l. (189) que se d é t a i l s  mas a d e la n te  en e s ta  s e c -  
c i5 n . Se a ju s ta  e l  volumen p a ra  o b ten er una co n cen trac io n  de 5-6 mg/ml 
de p ro te în a s ,  y se  d isu e lv en  con SDS a l  2.5%. Se c e n tr ifu g e  l a  so lu c io n  
a 25.000 g 30 m inutos y se  desecha c u a lq u ie r  sedim ento que p u d ie ra  apa- 
r e c e r .  En e s ta  s o lu c i ln  se vuelve a de te rm in ar l a  c o n ce p tra c iën  de pro­
te în a s  y es I s  que se  emplea p a ra  l a  t i t u l a c io n  de grupos SH.
E S T I M A C I O N  D E  A C I D O S  R I B O N U C L E I C O S
Los metodos empleados generalm ente p a ra  la  estim acion  de âc id o s  nu- 
c le ic o s ,  se basan fundam entalm ente en la  e x tra c c io n  de lo s  mismos con 
acido  p e rc lo r ic o ,  a n te s  o despues de e x tra e r  I fp id o s , y en d ife re n te s  
condiciones de tem peratu re  y co n cen trac io n  (238, 239), Su determ inacion  
c u a n t i ta t iv a  se  basa en e l  a n a l i s i s  d e l con ten ido  de fo s fo ro , y /o  r ib o -  
soma, (240, 241) o su  de term inacion  e sp e c tro fo to m e tr ic a  (242, 243).
METODO 1 DE EXTRACCION DE ACIDOS NUCLEICOS (244)
A p licac ion  a membranas t ip o ,  RI, RIO y RSIO
Estim acion de ac idos n u c le ico s  despues de e x tr a e r  con acido  p e rc lo r i
co.
Membranas l i o f i l i z a d a s  (10-20 mg) se e x tra en  dos veces con 2 ml de 
acido  p e rc lo r ic o  0 ,2  M a 10®C duran te  1 h o ra . Despues de re n tr i f u g a r  
(20 min. a 22.000  g ) , lo s  sedim entos se  e x tra en  2 veces con ac ido  pe: 
c lo r ic o  0 ,5  M a 70®C d u ran te  1 h o ra . Ambos sobrenadan tes  (de la  ex tra  
cion con 0 ,2  M de acido  p e fc lo r ic o  y 0 ,5  M de £cido p e rc lô r ic o )  se  u t i -  
l iz a n  p ara  la  de term inacion  de r ib o sa  (240) con o rc in o l .
La e x tra c c io n  con acido  p e rc lo r ic o  a s i  d e s c r i ta  se  r e a l i z a  tam biln 
con e l  sedim ento obten ido  luego de e x tra e r  l ip id o s  con cloroform o-m eta- 
n o l d e s c r i to  en l a  seccion, c o rre sp o n d ie n te .
METODO 2 DE EXTRACCION DE ACIDOS NUCLEICOS (123)
A plicac ion  a membrana t ip o ,  RIO, RI, RSIO y fra c c io n e s  Sj^  y S£ + I ob te - 
n idas à l  e x tra e r  RI con w -butanol
E x tracc io n  y estim acion  de ac idos n u c le ico s  por fraccionam ien to  i n i -  
c i a l  con acido  t r i c lo r o a c d t ic o .
Membranas l i o f i l i z a d a s  (10-20 mg) y lo s  re s id u e s  de e x tra e r  lîp id o s  
con cloroform o-m etanol (ver secc io n  co rre sp o n d ien te ) se suspenden en 
agua d e s t i la d a ,  y se o b tie p e  un p re c ip ita d o  por e l  agregado de ig u a l yo 
lumen de âc idp  t r i c lo r o a c i t i c o  a l  10%. Luego de c e n tr i fu g e r  (4000 g a 
4®C 30 m inutos) se decan ta  e l  sobrenadan te  que se guards p a ra  l a  estim a
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ciSn de n u c le o tid o s  y p o lis a c â r id o s  o hexosas s o lu b le s . E l sedim ento se 
e x tra e  con a lc o h o l a l  70% conten iendo  0,1% de Ic id o  p e rc lo r ic o  y luego 
coA a lco h o l e t i l i c o  a l  70%. Los sob renadan tes re s p e c tiv e s  se a n a liz a n  
p o a terio rm en te  p a ra  d e te rm in ar r ib o s a s  y hexosas,
Los l îp id o s  se e x tra en  luego por ca len tam ien to  con m etanol a 37®C se  ^
guido por ace tona-m etano l (192) (7 :2  v / v ) . Los re s id u e s  se  e x tra e n  con 
ac ido  p e rc lo r ic o  1 M a 4*C, d u ran te  18 h o ra s , y luego con ac ido  p e rc lo ­
r ic o  0 ,5  M a 70*C d u ran te  20 m inutos.
En todos lo s  cases m encionados, se  sep aran  lo s  sedim entos por c e n tr ^  
fugacion  a 15.000 g d u ran te  20 m inu tos, excep te  en là  e x tra c c io n  de l î ­
p idos que se r e a l i z a  t r a n s f i r ie n d o  c u a n ti ta tiv a m e n te  la  su sp en sio n  a tjj 
bos de v id r io  que se  c e n tr ifu g a n  a 2,500 rpm d u ran te  10 m inu tos.
E l sedim ento r é s u l ta n te  despues de l a  e x tra c c io n  con ac ido  p e r c lo r i ­
co se lav a  v a r ia s  veces con agua y se  l i o f i l i z a .  •
E l sobrepadan te  (lavado  acuoso d e l sedim ento) se  usa tam biln  p a ra  la  
de term inacion  de hexo sas , h ep to sas  y p e n to sa s .
E stas  d e te rm in ac io n es , se  r e a l iz a n  tam bien en todos lo s  sobrenadan­
te s  ob ten idos du ran te  e s te  p ro ced im ien to .
E ste  p roced im ien to  se u t i l i z e  tam biln  en algunos c a so s , p a ra  l a  e s t^  
macion de ac id o  n u c le ico  en so lu c io n es  de membrana RI d e s l ip id iz a d a s  
con n -b u ta n p l- ( f ra c c io n  S2 + I )  y o b ten id as  como se  in d ic a  en la  sec ­
c ion  co rre sp o n d ien te .
E S T I M A C I O N  C U A N T I T A T I V A  D E  R I B O S A
1. Reaccion de o rc in o l  (241)
A licuo tag  de la s  so lu c io n es  o b ten id as  como se  in d ic a  en l a  secc io n  
a n te r io r ,  sg  l le v a n  a 1 ,5  ml con agua. Se agregan luego 3 ml de un reac^ 
t iv o  (p reparado con 0 ,5  ml de so lu c io n  d e l 10% ClgFe. 6H2O en 100 ml de 
âc ido  c lo rh îd r ic o  concentrado) y 0 ,2  ml de una so lu c io n  de o rc in o l  (pre^ 
parada en e l  momento de u sa r  con 100 mg de o rc in o l  por ml de a lc o h o l a l  
95%)y se  c a i i e n ta  en baho h irv ien d o  de agua d u ran te  20 m inu tos. La con­
c e n tra c io n  ()e p en to sa  se déterm ina  por l a  d if e r e n c ia  de ab so rc io n  o p t i ­
ca a 670 y 580 nm u t i l iz a p d o  como p a tro n  una s o lu tio n  conocida de r ib o ­
sa  (40 m icrogram os/m l) tra ta d o s  en la s  mismas cond iciopes que la  mues­
t r a .
- oo
En e s ta s  co n d ic io n es , hexo sas , sed o h ep to sas , 2 -d e so x ir ib o sa , m e til-  
p e n to sa s , y ac id o s  u ro n ico s  reacc io n an  con o rc in o l ,  pero  l a  g lucosa for^ 
ma un compuesto con ab so rc io n  a 580 nm y lo s  g lu co , mano o galohep tosas 
dan un c o lo r  verde  con maxima ab so rc io n  a 665 nm, y sedohep tu losas f o r -  
man un compuesto marron con o rc in o l ,  que t ie n e n  ab so rc io n  maxima a 580 
nm. R ibulosa ^orma un maximo de ab so rc io n  a 540 nm.
En algunos casos se determ inan p en tosas con e s te  metodo en e l  s ed i­
mento f i n a l  ob ten ido  luego de l a  e x tra c c io n  de ac idos n u c le ico s  con e l  
metodo de Ghosh y Murray (123).
In ic ia lm e n te , e l  metodo se  a p lic o  para  l a  de term inacion  de r ib o sa  co_ 
mo lo  d e sc rib en  S a lton  y F ree r (163) en suspension  de membranas, pero 
se o b serv e , que la  p re se n c ia  de l ip id o s  i n t e r f e r l a  en l a  determ inacion  
de r ib o s a . En algunos experim entos i n i c i a l e s  se observo  la  p re sen c ia  de 
r ib o sa  como in te r f e r e n c ia  en la  de term inacion  de hexosas. Tambien se ob 
servo  la  p re sen c ia  de m a te r ia l  conteniendo ac id o s  n u c le ico s  en la s  f a -  
ses  l i p id i c a s ,  e x tra id a s  con c lo roform o, m etanol, y re e x tra id a s  con âc^  
do p e rc lo r ic o  0 ,2  y 0 ,5  M, Su p re se n c ia  se id e n t i f i e d  por absorcion  es­
p e c tro fo to m e tr ic a  a 260 nm, pero  su  determ inacion  c u a n t i ta t iv a  por e l  
metodo d e l o rc in o l induce a re s u lta d o s  de d i f i c i l  in te r p r e ta c id n .
2. I d e n t i f ic a c id n  de p en to sas  con la  re acc id n  de c i s t e în a  (245)
P ara  e s ta  de term inacidn  se u t i l i z e  e l  metodo de D ische y c o l .  (245). 
A 1 ml de so lu c id n  conteniendo 10 a 15 microgramos de pen tosa  se  ag re - 
gran en fria n d p  4 ml de acido  s u l fu r ic o  concen trado . La m ezcla se  a g ita  
y lo s  tubos sg sumergen en un baho de agua f r i a  h a s ta  que la  tem peratu­
re  de l a  re acc id n  lle g u e  a s e r  l a  am b ien ta l. Los tubos se  mantien en  2 
horas s in  r e f r i g e r a r  ag itan d o  cada tubo p a ra  e v i t a r  l a  form acidn de bur 
b u ja s . Se agrgga luego 0 ,1  ml de una so lu c id n  a l  3% de c lo rh id ra to  de 
c i s t e f n a .
Se le e  l a  gbso rc idn  d p tic a  de l a  reacc id n  a lo s  15 m inutos de la  ad^ 
cidn  de c i s t e in a .  La d ife re n c ia  de la s  densidades d p tic g s  le id a s  a 390 
y 425 nm da lo s  v a lo re s  de p en to sa  co rreg id o s  para  l a  a^ so rc id n  de 
o tro s  azucareg  que p u d ie ran  e s te r  p ré s e n te s .
P ara  p e n to sa s , hexosas y ac idos u rd n ic o s , l a  re acc id p  se compléta a 
lo s  10 minutos* M etilp en to sa s  y DNA reacc io n an  mucho mis len tam en te . To
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dos e s to s  azucares  tie n e n  maximos de ab so rc io n  e n tre  375 y 410 nm* Los 
e sp e c tro s  de p en to sas  y ac id o s  hexuron icos son c a s i  id e n t ic o s .  En cam- 
b io , lo s  e sp e c tro s  de DNÂ, m e tilp e n to sa s  y hexosas son muy d i f e r e n te s ,  
siendo sus maximos a 435, 400 y 408 nm, re sp e c tiv a m e n te . E r i t r o s a  y e r i  
t ru lo s a  no absorben en e s te  rango de lo n g itu d e s  de onda.
D E T E R M I N A C I O N  D E  A C I D O  D E S O X I R I B O N U C L E I C O
Se déterm ina por la  re acc id n  de la  d ife n ila m in a  (246) en sedim entos 
de membrana i i o f i l i z a d a ,  lo s  re s u lta d o s  n eg a tiv o s  in d ic a n  la  a u s e n c ia  
de DNA en la s  mismas.
D E T E R M I N A C I O N  C U A N T I T A T I V A  D E  F O S F O R O
Se basa  en la  de term inacidn  de fd s fo ro  in o rg ân ico  como d erivado  fo s -  
fom olîbdico  (247) despues de l a  ox idacidn  d e l m a te r ia l  b io ld g ic o .
La a p lic a c io n  de e s te  metodo p a ra  la  e s tim ac id n  d e l con ten ido  de dc^ 
dos n u c le ico s  se basa  en la  com pléta e x tra c t io n  de l îp id o s ,  y de m ate­
r i a l  b io ld g ic p  que co n tien e  fd s fo ro  (n u c le d tid o s , f o s f o -p r o te în a s ,  etc.).
Para determ inar e l  con ten ido  de fd s fo ro  t o t a l  en la  m uestra  se  con­
c e n tra  h a s ta  un volumen appoximado de 0,300 m l, se  le  ahade luego  0 ,3  
ml de una m ezcla o x idan te  (30.6 ml de acido  s u l f u r ic o  co n cen trad o , 6 ,7  
ml de ac ido  p ç rc ld r ic o  a l  70%, y agua a 100 ml) y sg c a l ie n te  p rim ero  
d uran te  una hora  e n tre  90-95®c, y luego dos h o ra s  a 165*C, agregando aT 
gunas g o tas  de agua oxigenada o de acido  n î t r i c o ,  s i  fu e ra  n e c e s a r io  
c l a r i f i c a r  completamente l a  so lu c id n . Despues de e n f r i a r ,  se  ahaden 3 
ml d e l re a c tiy o  p reparado  extemporaneamente mezclando 9 ml de so lu c id n  
A con 1 ml de B y 7 ml de agua (R eactivo  A = 1 ml de a c e ta to  de so d io  
1 M + 1 ml de m olibdato  de amonio a l  2,5%. B « Acido a sç d rb ic o  a l  10% 
p reparado  a n te s  de u s a r ) .
Se c a l ie n ta  90 m inutos a 38®C y se le e  l a  ab so rc io n  d p tic a  a 650 nm 
u ti l iz a n d o  como te s t ig o  d ife re n te s  co n cen trac io n es  de fd s fo ro  procédan­
te  de so lu c id n  de 0,500 mg/ml de ATP (A d e n o s in tr ifo s fa tp  de so d io  y po- 
t a s i o ) .
E l e sp e c tro fo td m e tro  se a ju s t a  a 0 con un b lan co  de re a c tiv o s  que 
co n tien e  agua en lu g a r  de l a  so lu c id n  ATP. E l re s u lta d o  se  ex p re ss  como 
con ten ido  de fd s fo ro .
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D E T E R M I N A C I O N  A N A L I T I C A  D E  O T R O S  H I D R A T O S  D E  C A R B O N O
Là p re se n c ia  de azu ca res  (g lu co sa , manosa, g a la c to s a , r ib o sa  y hexo- 
saminas) ha s id o  ya in d ic a d a  por S a lto n  y F ree r (164) y Ci lb  y y co lab  o- 
iradores (173) gn la s  membranas t ip o  de Af. tyaods'iktiaus^  pero  no fueron  
an a lizad as  la s  membranas re s id u a le s  de e x tra e r  ATPasa o b ten id as  por Mu­
noz y co labo rado res (169). In te re s a  d e te rm in ar s i  e s to s  gzucarei forman 
p a r te  de la s  d i f e r e n te s  membranas o b te n id a s .
Se a n a liz a ro n  h id ra to s  de carbono en la s  s ig u ie n te s  fracc io n es  o b te ­
n id as  de l a  e x tra c c io n  de l îp id o s  con clo roform o-m etano l.
1 . - 'Bedimento e x tra id o  cofi c lo roform o-m etano l.
2 En la  f ra c c io n  acuosa ob ten ida  a l  la v a r  e l  e x tra c to  de l îp ié o s ,  co­
mo se  in d ic a  en e l  m lto^o de e x tra c c io n .
Tambiln se determ ineron  h id ra to s  de carbono en la s  fra c c io n e : o b ten r 
das en l a  e x tra c c io n  de ac id o s  n u c le ico s  con e l  metodo de Ghosh y Mu­
rray  (41) o Mâtodo 2. E s ta s  f ra c c io n e s , se designan  como t r ic lo io a c A ti-  
co (TCA); a lc o h o l p e rc lo r ic o  (AP); a lco h o l e t î l i c o  (A ); ac id o  p e rc lo r i­
co IM (IM PGA); ac id o  p e rc lo r ic o  0 ,5  M (0 ,5  M PGA); re s id u o  y Isvado 
acuoso d e l re s id u o .
DETERMINAGION DE HEXOSAS (248)
La determ inacion  a n a l i t i c a  se basa  en e l  c o lo r ob ten ido  en la  re a c ­
cion de oxidacion  de azu ca res  con s i t e in a  (248).
El m a te r ia l  a a n a l iz a r  (1-3 mg de m a te ria  s o lid a )  o a l îc u o ta s  de so ­
lu c io n e s , se  l le v a n  a 1 ml con agua. Se e n fr îa n  en agua H elada, se agrje 
ga 4 ,5 ml de una so lu c io n  de ac ido  s u lfu r ic o  (preparado ggregandp a 6 
ml de acido  s u l f u r ic o  concentrado  1 volumen de a g u a ). Luego de algunos 
minutos se  lle v a n  a tem p era tu ra  am biante t r a n s f i r ie n d o  l a  g ra d i l la  a 
o tro  r e c ip ie n te  con agua. Se t r a n s f i e r e  luego a un baho He agua h irv ie ii  
t e ,  m antenilndose en l a  misma du ran te  3 m inutos. Se e n f r îa  luego rA pida 
mente a tem pera tu ra  am bian te. Se agrega en tonces 0 ,1  ml de so lucion  de 
c is te în a  a cada tubo (p rep arad a  con c lo rh id ra to  de c is te f n a  a l  3% an 
agua).
Se d e ja  re p o sa r d u ran te  dos h o ra s , ag itan d o  period!cam ente  cada tubo 
an un Super-m ixer (Lab. L ine In stru m en ts  I h c .)  p a ra  o b ten er so luciones
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homogêneas.
La determ inacion  a n a l f t i c a  se r e a l i z a  leyendo cada tu^o  en e l  espec- 
tro fo to m e tro  G ilfo rd  a 380 y 415 nm. En e s ta s  c o n d ic io n es , la  ab so rc io n  
es p ro p o rc io n a l a l a  co n cen trac io n  de hexo sas , e lim inandose  la s  i n t e r f ^  
re n c ia s  debidas a l a  p re se n c ia  de p e n to sa s , m e tilp e n to s a s , a ld o h ep to sas, 
e n tre  o t r a s ,
La id e n tifH c ac io n  c u a l i t a t i v a  de algunos azu cares  se  jiace a la s  48 
horas de l a  re a c c io n , leyendo la s  curvas de ab so rc io n  en e l  e sp e c tro fo -  
tom etro P erk in -E lm ers , Â si, g a la c to sa  y sorbosa  dan un c o lo r  a z u l ,  g lu ­
cosa y f r u c to s e ,  v e rd e j y manosa, a m a r il lo . Âldo y c e to  ^ ep to sas  dan un 
co lo r n a ra n ja  que se c o n v ie r te  en rosado con un mêximo de ab so rc io n  a 
506 y 510 nm que es e s ta b le  du ran te  v a r io s  d ia s .
Los re su ltg d o s  se  expresan  como manosa u t i l iz a n d o  a l ic u o ta s  de una 
so lu c io n  de manosa de 0,200 mg/ml. Se c o rr ig e  cada m uestra  de su  ab so r­
cion  e s p e c if ic a  u t i l iz a n d o  a l ic u o ta s  a la s  que se  ag rega  agua en lu g a r 
de l a  so lu c io n  de c i s t e în a ,
DETERMINACION ANALITICA DE HEPTOSAS (249)
La p re se n c ia  de h ep to sas  como c o n s ti tu y e n te s  de p o lisa cA rid o s  de bac 
t e r i a s  Gram- es ya conocida , (250, 251, e n t r e  o t r o s ) ,  Tambien fueron  
observados en la s  fra c c io n e s  de paredes o b ten id as  luego de s e p a ra r  lo s  
p o lis a c a r id o s  por d i f e r e n te s  m edios.
Sin  embargo, su p re se n c ia  no fue  d e te c ta d a ,a l  menos h a s ta  ah o ra , en 
membranas de b a c te r ia s  GranH-. Los e sp e c tro s  de ab so rc io n  a d iv e rs a s  
lo n g itu d es  de ondas de la s  re a cc io n e s  con o rc in o l  y s u l f u r i c o - c i s t e in a  
p a ra  l a  de term inacion  de r ib o sa  y azucares re d u c to re s ,  in d u je ro n  a pen- 
s a r  en la  p re se n c ia  de h ep to sas  y se  emplearon entonces algunos mAtodos 
p a ra  su  determ inacion  a n a l i t i c a .
Se u t i l i z e  e l  p roced im ien to  de W right y Rebers (2 4 9 ). E l metodo es 
una m o d ificac ion  d e l metodo de D ische y Osbom (125, 253) que p erm ite  
l a  d e term inacion  de h ep to sas  en p re se n c ia  de hexo sas . E l mêtodo se  a p l^  
co p a ra  l a  de term inacion  de h ep to sas  en e l  re s id u o  de membranas o b te n i­
das luego de e x tr a e r  l îp id o s  con cloroform o-m etano l aun cuando lo s  a u t£  
re s  lo  a p lic a n  a l a  de term inacion  de l ip o p o l is a c a r id o s .
A lic u o ta s  de m uestra  (0 ,5  a 1 mg) se  suspenden en 0 ,5  ml de agua y
se  agregan 4 ,5  ml de ac id o  s u lfu r ic o  (ac ido  s u l f u r ic o :  agua 6:1 v /v )  
manCeniendo lo s  tubos sum ergidos en un baho de agua h e la d a , Los tubos 
se a g ita n  vigorosam ente d u ran te  3 m inutos en f r î o  y se  de jan  luego a 
tem pera tu ra  a n b ien te  a lgunos m in u to s .
Se agrega luego a cada tubo 0 ,1  ml de una soluciA n d e l c lo rh id ra to  
de c i s t e în a  en agua (hecha a l  3%) y se  c a l i e n ta  d u ra n te  20 m inutos en 
un baho de agua h irv ie n d o . P ara  d e te rm in ar h e p to sa s , se  le e  en e l  espec 
tro fo to m e tro  l a  ab so rc io n  o p tic a  a 505 y 545 nm.
E X T R A C C I O N  D E  P O L I S A C A R I D O S  ( 2 5 4 )
La id e n t i f ic a c id n  de m a te r ia l  conteniendo h id ra to s  de carbono en la s  
e le c t r o f o r e s ls  de d if e r e n te s  t ip o s  de membranas in d u jo  a un p re lim in a r  
e s tu d io  de su n a tu ra le z a .  Para  e l l o ,  20 mg de membrana RS 10 se e x traen  
con 4 ml de acido  tr ic lo ro a c A tic o  a l  10% a 4®C d u ran te  48 h o ra s .
E l e x tra c to  se  c e n tr ifu g e  y de la  so lu c id n  de t r i c lo r o a c ê t ic o  se  ex­
tr a e  e l  acido  por a g ita c io n  de l a  misma con ig u a l  volumen de ê t e r .  La 
so lu c io n  acuosa rém anente, l i b r e  de acido  t r i c lo r o a c ê t ic o  se  l i o f i l i z a .
E l sedim ento rém anente de l a  e x tra c c id n  con t r i c lo r o a c ê t ic o  se  lava  
con agua d e s t i la d a  3 veces y se  l i o f i l i z a ,  0 ,9  mg d e l  l i o f i l i z a d o  se di^ 
suelven  en Tampon de T r is - g l ic o c o la  (pH 8 ,2 ) 1% de SDS y 0,5% de mercap^ 
to e ta n o l .  En la  misma forma se t r a t a  1 ,3  mg d e l p o lis a c a r id o  y la s  so in  
c i ones se a p lic a n  a g e le s  de p o lia c r ila m id a  a l  7%.
D E T E R M I N A C I O N  C U A N T I T A T I V A  D E  P R O T E I N A S
Se u t i l i z a  e l  mêtodo de Lowry y c o l .  (189), Para  l a  de term inacion  se 
toman a l ic u o ta s  de suspensiones homogêneas de membranas, o de so lu c io ­
nes de membranas d is u e l ta s  en SDS pero  a n te s  de ag reg a r d i t io n i t o  o 
iodoacetam ida (que in te r f i e r e n  en la  d e te rm in a c io n ) .
Cuando se u t i l i z a n  membranas l i o f i l i z a d a s  se d isu e lv en  prim ero pesos 
conocidos d e l m a te r ia l  en h id ro x id o  de so d io  0 .1  M d u ran te  1-2 ho ras a 
tem peratu ra  ap b ien te  a n te s  de p rocéder a su determ inacion  c u a n t i ta t iv a .
A lîcu o ta s  d e l  m a te r ia l  s e  lle v a n  a 0 ,1  ml y se ag rega  0 ,5  ml de agua 
d e s t i la d a  y 3  ml de la  m ezcla G (v er mas a d e la n te ) . Los tubos donde se 
r e a l iz a  l a  reacc id n  se  mantie n e n  10 m inutos a  tem p era tu ra  ambiante., y
se ahade luego 0 ,3  ml de re a c t iv o  de F o lin  (d ilu id o  1:1 con agua d e s t i ­
lad a) mezclando b ien  cada tubo , Despuês de 30 m inu tos, se  dé term ina  la  
densidad  o p tic a  de cada so lu c io n  leyendo a 750 nm, E l t e s t ig o ,  co n tien e  
0 ,6  ml de agua o tampon y lo s  mismos r e a c t iv o s .  Como re fe re n c ia  se  usa 
una so lu c io n  de seroalbum ina bovina con ten iendo  0,200 mg/ml.
R eactivo  Â: c o n tie n e  10 g de carbonato  sod ico  en 100 ml de h id rd x id o
de sod io  a l  0,1%.
R eactivo  B; co n tien e  0,5% de s u l f a to  de cobre en 1% de t a r t r a t o  sod ico  
y p o ta s ic o .
R eactivo  C: se  p ré p a ra  mezclando 50 ml de A con 1 ml de B.
R eactivo  de F o lin  C io c a lte a u : p reparado  como se  in d ic a  a c o n tin u a c iê n .
Se m antiene a r e f lu jo  d u ran te  10 ho ras  una m ezcla con ten iendo  100 g 
de tu n g s ta to  so d ic o , 25 g de m olibdato  so d ico , 700 ml de agua, 50 ml de 
ac ido  fo s fo r ic o  a l  85% y 100 ml de acido  c lo r h îd r ic o  concen trado . Se 
agrega luego 150 g de s u l f a to  de l i t i o ,  50 ml de agua y ilgunas g o tas  
de agua de bromo. Se h ie rv e  p a ra  e lim in a r  e l  exceso de bromo, y se d i l ^  
ye f in a lm en te  a 1 l i t r o .  E l re a c t iv o  no debe te n e r  co lo ra c io n  v e rd o sa .
Se debe d e te rm in ar su  a c id e z  p o r t i tu l a c io n  con h id ro x id o  sod ico  1 N, 
u t i l iz a n d o  f e n o l f ta le in a  como in d ic a d o r .
Las de te rm in ac io n es  de p ro te în a s  en e s te  t r a b a jo  se  r e a l iz a ro n  u t i l i  
zando e s te  mêtodo. La p re se n c ia  de SDS no i n t e r f i e r e  en l a  de term ina­
cion  (255) pero  o tro s  com ponentes, como m ercap to e tan o l y EDTA, s î  i n t e r  
f i e r e n .  E stos re s u lta d o s  fu eron  observados d u ran te  l a  r e a l iz a c iê n  de es_ 
te  t r a b a jo  y çonfirm ados en o tro s  la b o ra to r io s  (256, 257), La forma de 
c o r r e g ir  e l  e r r o r  in tro d u c id o  por lo s  mismos es l a  de r e a l i z a r  l a  d e te p  
m inacion a n te s  de su  a d ic io n , o en so lu c io n es  exhaustivam ente d i a l i z a -  
das.
Tambien se  ha inform ado que la  p re se n c ia  de h id ra to s  de carbono in ­
t e r f i e r e n  en la  d e te rm in ac io n  de p ro te în a s  con e l  mêtodo de Lowry y co l, 
(258, 259, 260, 2 61 ). E l con ten ido  de azu ca res  en la s  membranas e s  varia^ 
b le  de acuerdp a l a  membrana e s tu d ia d a . No se  r e a l iz a n  c o rre cc io n e s  a l  
r e s p e c to .
De lo s  metodos p o s ib le s  p a ra  l a  de term inacion  de p ro te în a s ,  e s te  mê­
todo r é s u l t a  mas ra p id o  y , a d em ê s ,.re q u ie re  menor co n cen trac io n  de mate^ 
r i a l  p a ra  e l  a n a l i s i s .  La determ inacion  de N2 , que p a ra  e s t e  caso  s e r î a
la  mas recom endable, ta n b iê n  e s t a r î a  a fe c ta d a  por e l  e r r o r  in tro d u c id o  
por la  p re sen c ia  de ac id o s  n u c le ic o s  y fo s fo lip id o s  e n tre  o tro s .
A N A L I S I S  D E  E S P E C T R O S
Se re a liz a ro n  la s  d e term inaciones de lo s  e sp e c tro s  v i s ib le s  y u l t r a -  
v io le  ta s  de so lu c io n es  de membrana RI red u c id a  con d i t io n i t o  sê d ic o , 
an tes  y despugs de l a  a d ic io n  de iodoacetam ida , E stos e sp e c tro s  se  ob^ 
tu v ie ro n  emplgando e l  e sp ec tro fo to m e tro  Cary, modelo 15,
El a n a l i s i s  de la s  f ra c c io n e s  e lu id a s  de l a  columna de Sephadex G- 
“200 se r é a l i s a  con un e sp ec tro fo to m e tro  G ilfo rd  2 .4 0 0 . La co n cen tra ­
cion de p ro te în a s  se d e ten g in a  midiendo l a  densidad  o p tic a  a 280 nm. Eli 
e r ro r  en l a  de term inacion  debido a la  p re se n c ia  de EDTA en la s  s o lu c io ­
nes se c o rr ig e  tomando como so lu c io n  p a tro n  la  mas proxima a l a  f r a c ­
cion  considerada  y en l a  que l a  ab so rc io n  o p tic a  es minima,
El e sp ec tro fo to m e tro  P e rk in s  Elmer 457 se u t i l i z a  p a ra  la  obte n cion 
de e sp e c tro s  de azucares despuês de la s  reacc io n es  de o rc in o l  y c i s t e i -  
n a . En algunos casos lo s  e sp e c tro s  se  r e p i te n  a la s  48 h o ra s .
B) MATERIALES
i^Lilendiam inote t r a a c e ta te  d iso d ico  (EDTA) y l a u r i l s u l f a t o  sêd îco  
(SDS) se o b tu v ieron  de F ish e r  S c ie n t i f i c  Co. El SDS se usô s in  o t r a  pu- 
ru f ic a c iô n , e l  p rocedente  de o t r a s  marcas fue r e c r i s t a l i z a d o  de a lco h o l 
en e b u l l ic io n .
T o lu id in a , s a l  de N itro sa -R , manosa, o r c in o l ,  c lo rh id ra to  de c i s t e i -  
na y r ib o sa  se o b tuv ieron  de BDH chem icals.
G lu ta tio n , Negro de Amido 10 B, fu c s in a  b a s ic a ,  Sudan I I I ,  T r is  (h i -  
droxim etil)-am inom etano (TRIS), y acido  r ib o n u c le ic o  (RNA) de levadu ra  
lo te  no. 701137818, fueron  su m in is trad o s  por lo s  re p ré se n ta n te s  de 
Merck.
Los tubos V isking p a ra  d i a l l s i s  son de S c ie n t i f i c  In s tru m e n ts .
R ibonucleasa (RNasa) (EC 2 7 .7 .1 6 ) y d e o x irib o n u c le a sa  (DNasa) (EC 3. 
14.15) de Koch y L igh t y BDH chem ica ls , re sp ec tiv a m en te .
Lisozim a (EC 3 .6 .1 .3 ) ,  y a -io d o ace tam id a , se  o b tu v ie ro n  de C alb io - 
cliem.
La sal sodica del acido p-clororaercuriobenzoico (PCMB) provino de 
Mann Research Lab.
Sephadex G-200 y G-25 y Azul dex trano  fueron  su m in is trad as  por Phar­
macia F ine Chemicals In c .
A crilam ida , N, N, N', N * -te tram e tilen d iam in a , N, N * -m e tile n b is a c r ila  
mida, y p e rs u lfa to  de amonio proceden de Fluka y Buchs.
Los p a tro n es  de p ro te în a s  u t i l iz a d o s  en la  d e term inacion  de pesos mp 
le c u la re s  fueron : p ep s in a , r e c r i s t a l i z a d a  3 veces de N u tr i t io n a l  B io- 
chem, (P.M. 35 .000), t r i p s in a  (P.M. 24.000) de F e ro sa , seroalbum ina bo­
v in a  de Sigma ( e l  P.M. d e l monomero es 6 7 .0 0 0 ), citocrom o c {CcmdCda 
k ru se ï). r e c r i s ta l i z a d o  dos veces p ro v ien s  de Sankyo Co. ( e l  P.M. es de 
12 .523 ), f in a lm en te , y -g lo b u lin a  p la sm atica  se obtuvo de Hubber Lab.
Todos lo s  re a c tiv o s  no mencionados en e s ta  l i s t a  son de grado a n a l i -  
t i c o .  Los so lv en te s  o rgan icos como ace to n a , c lo ro fo rm o , m etano l, a lc o ­
ho l e t î l i c o ,  b u ta n o l, se usaron  s in  r e d e s t i l a r .
R E S U I ^ T A D O S  Y D I S C Ü S I O N
S O L U B I L I Z A C I O N  D E  M E M B R A N A  R 1 . E F E C T O  D E L  p H .  E X T R A C C I O N  D E  
L I P I D O S  C O N  N - B U T A N O L .  E F E C T O  D E L  p H  Y  L A  I O D O A C E T A M I D A  E N  
L A  R E C U P E R A C I O N  D E  P R O T E I N A S  S O L U B L E S .  D I S T R I B U C I O N  E L E C T R O  
F O R E T I C A  D E  P R O T E I N A S  D E  L A  S O L U C I O N  D E  M E M B R A N A  R I  Y  D E  
L A S  F R A C C I O N E S  O B T E N I D A S .
P ara e s te  experim ento se u t i l i z a n  p rep a rac io n es  de ipem'^rana RI o b te ­
n id as  t a l  como se  in d ic a  en l a  secc io n  de Mêtodos y M a^ e ria le s . Prim era 
mente se in te n ta  o b ten er l a  maxima s o lu b i l iz a c iê n  de Ig  membrana. Como 
c r i t e r i o  de s o lu b i l iz a c io n  se  adopta  e l  p roced im ien to  de d e te rm in ar e l  
conten ido  de p ro te în a s .  Se compara en tonces e l  v a lo r  i n i c i a l  de p r o te î ­
nas con e l  que se o b tie n e  en e l  sedim ento luego de c e n tr i fu g e r  l a  so lu ­
cion  i n i c i a l  a 27.000 g.
La T abla 1 m uestra  lo s  re s u lta d o s  que se  o b tie n e  a l  emplear^ tampones 
n e u tre s  o a c id o s . Se emplea e l  tampon de T r is -u re a  a  pH 7 ,5  y a c e ta to -  
-u re a  a  pH 5 ,2 . Ambos tampones con tien en  ademas SDS en p ro p o rc iên  de 4 
mg/mg de p r o te în a s .  Las m olaridades de lo s  tampones e s ta n  in d icad o s  en 
la  ta b la .  Los re s u lta d o s  n^uestran que se o b tie n e  mayor s o lu b i l iz a c io n  
(mînimo sedim ento) a l  empfear tanpones a c id o s .
La F ig u ra  1 es e l  esqugma d e l mêtodo que se  adop ta  g a ra  e x tr a e r  lo s  
l îp id o s  y o b ten er e l  mayor rend im ien to  de p ro te în a s  en so lu c id n . La so­
lu c io n  de mepbrana R I, se  d isu e lv e  en e l  tampon de a c e ta to  so d ico  (0,05 
M), y u rea  0 ,5  M (pH 5 ,2 ) y se  reduce con d i t i o n i t o  so d ico . Se agregan 
luego co n cen trac io n es  v a r ia b le s  de iodoacetam ida (a 27?C d u ran te  10 mi­
n u to s ) . Los l îp id o s  se e x tra en  con n -b u ta n o l a 4®C y sg c e n tr i fu g a .  La 
a p lic a c io n  d g l m ê to d o ,ta l como se d e sc rib e  en e l  esqueipa y en l a  sec­
cion c o rre sp o n d ie n te , p e rm its  l a  ob tencidn  de dos fra c q io n e s  acuosas s£  
lu b ie s  (S% y S2) y una in te r f a s e  I .
TABLA 1
Membrana RI 
mg P ro tefnas pH
Sed imento 
mg Pro te fnas
P o rce n ta je  de 
S o lu b i1izaciôn
135,80 7,5 25 81,8
146,25 5 ,2 1 99.0
S o lu b i l i z a c io n  de componentes de la membrana RI,  Efec to  del pH en la so 
l u b i l i z a c i ô n  de p r o t e f n a s .  La membrana RI se d i su e lv e  en tampon de T ris- 
-CIH (0,05 m) y urea (0,5 M) (pH 7,5) y en a c e t a t o  sodico (0 ,05 M) urea 
(0 ,5  M, pH 5 , 2 ) '  Se agrega a cada so lucion  SDS en la proporcion  de 4 
mg/mg de p ro t e f n a s .  Se c e n t r i fu g a  a 27.000 g durante  30 minutos ,  Los s^  
dimentos se suspenden en ugua. Se détermina p ro te fn a s  con el  metodo de 
Lowry y c o l .  El t a n to  por c î e n t o  s o l u b i l i z a d o  se  détermina en funciôn 
del contenido de p ro te fn a s  en e l  sedimento.
El e s tu d io  e le c t r o f o r ê t ic o  que se d e ta l l a  mas a d e la n te , de l a s  p ro ­
te în a s  i n i c i a l e s  de l a  so lu c io n  de membrana y la s  en cq n trad as  en la s  
f ra c c io n e s  Sj^  y S2 e I in d ic a  que la s  dos u ltim a s  co n tien en  prac ticam en  
te  lo s  mismos componentes y , por c o n s ig u ie n te , en casi, todos lo s  t ra b a -  
jo s  que se c i ta n  en e s ta  t e s i s  se  in d ican  como f ra c c io n e s  combinadas 
S2 + I .
Para l a  e la b o ra c io n  de e s te  esquema de fracc io n am ien to  se  han ten id o  
en cuen ta  la s  s ig u ie n te s  co n sid e rac io n es  y e v id en c ia s  e x p é r im en ta le s .
Se ha ind icado  ya en la  in tro d u cc io n  y mêtodos que uno de lo s  p ro b l^  
mas p r in c ip a le s  de l a  raetpdologîa empleada en e l  e s tu d io  de lo s  compo­
n e n te s  de la  membrana es fia poca s o lu b il id a d  de sus com ponentes. Una 
vez o b ten id as  la s  m ajores condiciones p a ra  l a  s o lu b i l iz a c io n  de l a  mem­
b ran a  RI in te r e s a  entoncep l a  determ inacion  y fracc io n am ien to  de la s  
p ro te în a s  l ib r e s  de l îp id o s .  El esquema de l a  F igura  I es en re a l id a d  
e l  re s u lta d o  de la  in v e s t ig a c id n  i n i c i a l  de l a s  m ajores co n d ic io n es  pa­
ra  e x tra e r  lo s  l îp id o s  y lo g ra r  la  maxima s o lu b i l iz a c io n  de la s  p r o te î ­
nas .
El e fe c to  de lo s  d e te rg e n te s  sobre la s  p ro te în a s  ha s id o  e s tu d iad o  
por d ife re n te s  a u to re s .  Se sabe a s î  que l a  d e s n a tu ra l iz a c io n  de la s  pro
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te în a s  t îe n e  lu g a r en grado v a ria b le*  Los agregados in so lu b le s  se  forman 
a l  d i a l i z a r  e l  d e te rg e n te  y fa v o re ce r l a  ox idacion  de lo s  grupos t i ô l i -  
cos, que en tonces forman p ro te în a s  de a l to  peso m olecu lar (262). Los g r^  
pos t i o l i c o s  de l a  p ro te în a  n a t iv a  e s ta n  n a tu ra lm en te  p ro te g id o s  por la  
co n fig u rac io p  e s p a c ia l  de l a  cadena p e p t îd ic a .  Tambien se  ha su g erid o  
que lo s  t i o l e s  son capaces de re a c c io n a r  con la s  cadenas no sa tu rad a s  de 
lo s  ac id o s  g raso s  (140 ). E stas  reacc io n es  son s e n s ib le s  a l  e fe c to  d e l pH, 
la  tem p era tu ra , l a  fu e rz a  io n ic a , e t c .  La p re se n c ia  de menaquinonas y cai 
ro ten o s en membranas de Af, tysodeikti-auB  (263) in d ic a  l a  e x is te n c ia  de 
cadenas no s g tu ra d a s , Cabe en tonces p reg u n ta rse  e l  pap e l que ê s to s  desem 
pehan en e l  p an ten im ien to  de la s  p ro te în a s  en l a  so lu c io n  i n i c i a l .
Por o tro  la d o , se in d ic a  que en l a  membrana son icada  de Af. ty so d s ik t^  
eus (181) e l  80% de la s  p ro te în a s  quedan en l a  in te r f a s e  a l  e x tr a e r  lo s  
l îp id o s  con n -b u ta n o l. S i se co n sid eran  la s  in te ra c c io n e s  in ic ia lm e n te  
p o s ib le s  (e n tre  o t r a s ,  la s  d e riv ad as  por l a  p re se n c ia  d e l d e te rg en te  y 
la s  t io l e f in g s  l a b i l e s )  se  comprende cu a l es e l  mécanisme de s o lu b i l iz a ­
cion por SDS a n te s  de l a  e x tra c c io n  con b u ta n o l. Al e x tra e r s e  lo s  l î p i ­
dos con n -b u ta n o l, se  rom perîan p a r te  de e s ta s  in te ra c c io n e s .  Las p ro­
te în a s ,  que son t a l  vez b a s ta n te  h id ro fê b ic a s  se quedarîan  esenc ia lm en te  
en la  in te r f g s e ,  m ie n tra s  que e l  SDS p a sg r îa  predom inantem ente a l a  fa se  
acuosa. Se f g c i l i t a r î a  en tonces la s  cond iciones p a ra  l a  form aciên de 
agregados de a l t o  peso m olecu lar s i  e x i s t ie ra n  grupos t i o l i c o s  en e s ta s  
p ro te în a s .
En algunos experim entos i n i c i a l e s  se observa que la  in te r f a s e  no se  
d isu e lv e  en tampones a c id o s , pero  se d isu e lv e  en p a r te  a l  ag reg ar mercap, 
to e ta n o l (ver Tabla 2 ) . Esto  su g ie re  que la  form aciên de agregados pueda 
t a l  vez e v i ta r s e  con e l  agregado de iodoacetam ida a n te s  de l a  e x tra cc io n  
de lo s  l îp id o s .  Se o b tie n e  en e s ta  forma e l  esquema fin a lm en te  adoptado 
e ind icado  ep l a  F ig u ra  1.
La Tabla 2 p ré s e n ta  lo s  re s u lta d o s  obfenidos a l  s o lp b i l i z a r  p ro te în a s  
en au sen c ia  de iodoace tam ida , e l  agregado de m ercaptoepanol p a ra  s o lu b i-  
l i z a r  l a  i n t e r f a s e ,  y l a  d is t r ib u c iê n  de p ro te în a s  en îa s  d i s t i n t a s  f r a c  
c io n es . Cuando se  ahade iodoacetam ida, sg o b tie n e  una p o lu b il iz a c iê n  d e l 
93%. E stos re s u lta d o s  su g ie ren  en tonces l a  p re se n c ia  dg t i o l e s  en la s  
p ro te în a s  de l a  membrana e s tu d ia d a . En c a p îtu lo s  p o s te p io re s  de e s te  t r n  
ba jo  se p re se n ta n  experim entos a d ic io n a le s  p a ra  d e te rm in ar su  e x is te n c ia .
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La F igura  2 r e p ie s e n ta  la  d is tr ib u c i& a  e le c t r o f o r ê t ic a  de p ro te în a s  
en l a  so lu c io n  i n i c i a l  de l a  membrana Rl y en la s  f ra c c io n e s  o b ten id a s  
de acuerdo a l  proced im ien to  ind icado  en l a  F igura  1, Los re s u lta d o s  p re  
sen tados en la  misma in d ican  que en la  membrana to ta lm en te  s o lu b i l iz a d a  
(g e l a)  y a n te s  de l a  e x tra c c io n  de l îp id o s  se  observan aproximadamente 
10-11 bandas de p ro te în a s . La fra c c io n  (g e l b )  co n tien e  solam ente 
la s  p ro te în a s  de la  banda râ p id a  (zona in f e r io r  d e l g e l ) , La mayor p a r ­
te  de la s  p ro te în a s  se conservan en la s  F racciones S£ e I ,  De la s  p ro ­
te în a s  in ic ia lm e n te  p ré s e n te s , se n o ta  l a  p é rd id a  de co n cen trac io n  de 
la s  bandas in te rm e d ia s , y una m odificac ion  en la s  v e lo c id ad es  de m igra- 
cion de la s  bandas rap id e s  (no tense  dos en la  po rc ion  in f e r io r  d e l g e l)  
comparando la s  F racciones $2 e I  de lo s  g e le s  c y con e l  g e l  a de l a  
so lu c io n  i n i c i a l .
Tambien se  a n a liz a  e l  trazad o  d e n s ito m êtr ico  co rre sp o n d ien te  a la  
d is t r ib u c io n  de p ro te în a s  de e s to s  geles*  Los p o rc e n ta je s  co rre sp o n d iez  
te s  a cada a rea  se determ inan como se  in d ic a  en l a  secçio^i de Metodos y 
M a te r ia le s .
Los re s u lta d o s  expresados en la s  F igu ras 3, 4 y 5 corresponden a lo s  
trazad o s d e n s ito m e tr ico s  de la s  fra c c io n e s  S^, S2 e I ,  Se observa a s î  
l a  p re se n c ia  de ce rca  de H  bandas en l a  f ra c c id n  S2 e I  y muy pocas en 
la  f ra c c io n  Cabe s e n a la r  que ninguna banda p ré se n ta  una co n cen tra ­
cion  mayor que e l  30%, ademas a lgunas bandas e s ta n  muy prôxim as sobre  
todo en l a  po rc ion  in f e r io r  d e l g e l donde la  d e f in ic iô n  es mis problenM 
t i c a .
Los re su lta d o s  de l a  Tabla 3 in d ican  la  m ovilidad r e l a t i v a  y l a  d is ­
tr ib u c io n  r e la t i v a  de una so lu c io n  de membrana Rl (p rep arac io n  n o , I )  
d is u e l ta  en tampon de acetado  0,05 M y de u rea 0 ,5  M (pH 5 ,2 )  con e l  
agregado de gDS en una concen trac ion  de 4 mg/mg de p ro p e în a . Las p repa­
rac io n es  I I  y I I I  son la  misma so lu c id n  de membrana pe^o red u c id a  prim e 
ro  con d i t i o n i t o  sdd ico  (p rep arac io n es  I I  y I I I  que co n tien en  1 ,2  mg de 
d i t io n i to  por ml de so lu c io n ) y a c e t i la d a  luego con iodoacetam ida (p re ­
parac io n  I I I  que co n tien e  12 mg de iodoacetam ida por mg de p r o te în a ) , 
Las condiciopes de e le c t r o f o r e s is  en g e le s  de p o lia c r i la m id a  d e l  7% son 
la s  in d icad as  en M ate ria le s  y M etodos. Como puede o b serv arse  en l a  s o lz  
cion  de membrana red u c id a  con d i t i o n i t o ,  e l  e fe c to  apa^en te  pa rece  d i s -  
m inu ir l a  co n cen trac io n  de la  banda 5 con aumento de la s  c o n c e n tra c io -
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FIGURA 2
D is t r ibuc ion  e l e c t r o f o r ê t i c a  de p ro te fnas  en membrana RI y f r acc io n es  
, $2 e I ; (ver t e x t o ) . El gel a con t iene  0,230 mg de p ro te fn as  de la 
so lucion  de membrana RI. El gel b con t iene  0 ,026 mg de p ro te fn a s  de la 
f r acc ion  y los ge les  c y d,  contienen  0,104 mg de p ro te fn a s  de las  
f r acc io n es  $£ e 1, Para I9 e l e c t r o f o r e s i s  se emplean g e le s  de poliacrJ_ 
lamida al  7^ con tampôn T r i s - g l i c i n a  conteniendo SDS a l  0,1% (ver Mêt£ 
d o s ) .
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FIGURA 3
Trazado d en s i tom êtr ico  del a n a l i s i s  por e l e c t r o f o r e s i s  de la f r acc io n  
S  ^ de membrana RI.
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FIGURA 4
Trazado d ens i tom êtr ico  del a n a l i s i s  e l e c t r o f o r é t i c o  co rrespondien te  a 
la f r acc ion  $2 de la membrana Rl e x t r a fd a  con n - b u ta n o l .
Proteipa Total % 9,8
1 -
0.5
Ec
§
<
0.64 0.76 031Mov. RnI. 0/45
19,6 18
FIGURA 5
Trazado d ens i tom êtr ico  de 1 a n a l i s i s  e l e c t r o f o r ê t i c o  correspond ien te  a 
la f r acc ion  I de la membrana Rl e x t r a f d a  con n -b u ta n o l .
nés co rre sp o n d ien te s  a la s  bandas mas le n ta s .  Ademas, parede m o d if ica r-  
se lig e ram en te  l a  co n cen trac io n  de l a  banda mas ra p id a . En l a  membrana 
a c e t i la d a  puede v e rse  un aumento d e l numéro t o t a l  de bandas de 9 a 10.
E l e fe c to  de l a  ré d u c tio n  su g ie re  que en la  so lu c io n  red u c id a  con ditio^ 
n i to  se produce esen c ia lm en te  m od ificac iones de l a  c o n c e n tra tio n  de una 
banda, que parece  p o lim e riz a rse  en agregados de mayor peso m olecu lar y 
menor v e lo c id ad  r e l a t i v a .  En la  a c e t i la c io n ,  po r e l  c o n tr a r io ,  y como 
puede e s p e ra rs e , se  é v i ta  l a  fo rm ation  de agregados y , por co n sig u ien te , 
se  aumenta la  con cen trac io n  y m ig ra tio n  h a c ia  l a  re g io n  in f e r io r  d e l 
g e l. En e s te  a n a l i s i s ,  se  Qsume que l a  in te n s id a d  de c o lo rac io n  es p ro ­
p o r t io n a l  a l a  c o n c e n tra tio n  de p ro te fn a s , su p o s ic io n  que puede s e r  d i^  
c u t ib le .
E l mêtodo de c o lo rac io n  de p ro te fn a s  empleado, u t i l i z a  e l  Negro de 
Amido 10-B (4^4 d ia m in o -d ifen ilam io n -d iaz o ta to  so d ico ) que puede re a c ­
c io n a r por su c a ra c te r  ac ido  mis in tensam ente  con la s  p ro te fn a s  b a s ic a s  
por ejem plo . Tampoco se sabe e l  e fe c to  de e s te  c o lo ra n te  c lando reaccio^ 
na con p ro te fn a s  de a l to  cqn teh ido  de p o l is a c a r id o s .
Por c o n s ig u ien te , e s to s  re su lta d o s  se co n sid e ran  como te n ta t iv o s .
Mas aun, lo s  g e le s  empleados son c o rto s  y , t a l  v ez , e l  desplazam iento  no 
ha s id o  s u f ic ie n te  para  p e rm it ir  una optima s e p a ra t io n  de lo s  componen­
te s ,  especialm en te  en la  secc io n  in f e r io r  d e l g e l .
Los re s u lta d o s  c a lc u la d o s  en la  Tabla 3 se  o r ig in a n  de lo s  tra z ad o s  
d e n s ito m e tr ico s  de lo s  g e le s  re s p e c tiv e s  re p re se n ta d o s  en la s  F ig u ras  6, 
7 y 8 que corresponden a la s  p rep a rac io n es  I ,  I I  y I I I .
D E T E R M I N A C I O N  E S P E C T R O F O T O M E T R I C A  D E  G R U P O S  S H .  A P L I C A C I O N  A  
S E R O A L B U M I N A  B O V I N A ,  S E R O A L B U M I N A  B O V I N A  R E D U C I D A  Y  A  S O L U ­
C I O N  D E  M E M B R A N A  R l
La com position de am inoacidos de d if e r e n te s  o r ig e n e s , como e r i t r o c i -  
to s  (264, 265, 266, 2 6 7 ),membrana s a rc o tu b u la r  (268% membrana de m ito - 
co n d ria  (269), membrana p la sm a tica  de ameba (270) y re t^ c u lo  endoplasma 
t i c o  de r a t a  (271), e n tre  o tro s  se  c a ra c te r iz a n  por su  çon ten ido  de and 
noacidos h id rp fo b o s y b a jo  conten ido  de c i s t i n a  o c i s t e î n a .  Sin embargo, 
l a  com posiciop depende de l a  f ra c c io n  e s tu d iad a  (2 8 ) . Ef con ten ido  de 
h id ra to s  de carbono en e s ta s  f ra c c io n e s  o membranas e s tp d ia d a s  es v a r i^
b le  (d e l 4 a l  64%, ver r e v is io n  de R ef. 28) y rec ien tem en te  se ha  in fo r  
mado l a  p re se n c ia  de un g lic o p ê p tid o  conten iendo t r i g l i c o s i l c i s t e f n a  
(272). La p re se n c ia  de grupos SH en membranas de e r i t r p c i t o s  (273) pare  
ce e s t a r  re la c io n a d a  con e l  tra n s p o r te  de azu cares  e n tre  o t r o s ,  adem is, 
e s ta n  d is t r ib u id o s  a tra v ê s  d e l e sp eso r de l a  membrana. Mas aun, c a s i  
todos lo s  metodos empleados p a ra  s o lu b i l i z a r  p ro te fn a s  y /o  su  a n i l i s i s  
e l e c t r o f o rê t ic o  in c lu y en  l a  p re se n c ia  de m ercap toe tano l (274, 275, 276, 
277, 278), La ob tencion  de p ro te în a s  in so lu b le s  a l  e x t r a e r  I fp id o s  de 
la  membrana Rl con n -b u ta n o l, que se so lu b il iz a b a n  por a d ic io n  de iodoa 
cetam ida , s u g ir io  l a  n ecesid ad  de d e te rm in ar s i  e fec tiy am en te  e x is te n  o 
no grupos SH en la  membrana.
Se u t i l i z o  e l  mêtodo de Boyer (235) p a ra  l a  t i tu l a c io n  de grupos SH. 
Como a u to c o n tro l d e l  mêtodo, se  a p lic ô  prim ero a una so lu c iê n  de s e ro a l  
bumina b o v in a , a ju s tæ id o lo  h a s ta  l a  ob tencion  de v a lo re s  s im ila re s  a 
lo s  encontrgdos en l a  l i t e r a t u r e  (279, 280). La e le c c ip n  de seroalbum i­
na se basa  en que c o n tie n e  de 0,75 a 0 ,98  moles de SH por mol de p ro te ^  
n a s . Tambiép se  a p lic o  l a  de term inacion  a l a  so lu c io n  seroalbêm ina 
red u c id a  como se  in d ic a  en Metodos. Los re s u lta d o s  de l a  t i t u l a c i ê n  se 
m uestran  en la s  T ablas 4 y 5 . Las F ig u ras  9 y 10 son lo s  tra z ad o s  g ra f^  
COS de e s ta s  t i tu l a c io n e s  y en lo s  c u a le s  se  dé term ina  e l  punto  de la  
co n cen trac io n  é q u iv a le n te . Los re s u lta d o s  m uestran que e l  v a lo r  o b te n i­
do p a ra  l a  t i t u l a c i ê n  d i r e c ta  de l a  m u estra , e s ta  de acuerdo  con lo s  de 
l a  l i t e r a t u r a .
A p e sa r de todos lo s  cuidados tomados p a ra  l a  de term inacion  de g ru ­
pos SH to ta le s  en l a  so lu c iê n  de seroalbum ina re d u c id a , e l  m ejor v a lo r  
ob ten ido  es de 26 m oles, que re p re s e n ts  un 77,7% d e l v a lo r  encontrado  
en la  l i t e r a t u r a  (281). Como en la s  co nd ic iones ex p érim en ta le s  em plea- 
das no se rep ro d u je ro n  lo s  v a lo re s  encon trados en la  l i t e r a t u r a ,  l a  têc^ 
n ic a  no fue  e p lic a d a  p a ra  l a  de term inacidn  t o t a l  de grupos SH en m entra 
na Rl de M. ly e o d e ik tia u a , i
La t i tu l a c io n  e sp e c tro ^ o to m ê tric a  se a p l ic ê  en cambio a l a  so lu c iên  
de membrana R l, s in  p re v iq  red u cc io n , p a ra  l a  d e term in^c iên  de grupos 
SH l i b r e s .
A lîcu o ta s  de s o lu t io n  <fe membrana Rl o b ten id a  como çe d e sc r ib e  en l a  
secc io n  de Mêtodos c o rre sp o n d ien te  (5 mg de p ro te fn a s  p o r ml de so lu ­
t io n )  se  t i t u l a n  d e n tro  de la s  24 ho ras  de su  o b te n c iên . La so lu c iên  da
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FIGURA 6
D is t r ibuc ion  e l e c t r o f o r ê t i c a  de p ro te fnas  y t razado  d en s i tom êtr ico  de la 
p reparac ion  n® I.  E l e c t r o f o r e s i s  en geles  de p o l i a c r i l a m id a  al 7% conte ­
niendo 0,1% de SDS. In ic ia lmente  se ap l ican  0,125 mg de p ro te fn a s .
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FIGURA 7
D is t r ibuc ion  e l e c t r o f o r ê t î c f i  de p ro te fnas  y t razado  d ens i tom êtr ico  de la 
preparac ion  n® I I .  E l e c t r o f p r e s î s  en ge les  de p o l i a c r i l a m id a  al 7% con­
teniendo 0,1% de SDS. in ic ia lm en te  se ap l ican  0,125 mg de p r o te fn a s .
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FIGURA 8
D is t r ibuc ion  e l e c t r o f o r ê t i c a  de p ro te fnas  y t ra zado  dens i tom ê t r ico  de la 
p reparac ion  n® I I I .  E l e c t r o f o r e s i s  en ge les  de p o l i a c r i l a m id a  al  7% con­
teniendo 0,1% de SOS. In ic ia lmente  se ap l ican  0,125 mg de p r o te fn a s .
TABLA 4
Muestra
yl
abs .  muestra 
ADO255 ADO255 ADO255
Promedio
255
0 0 0,130 0,130 0,130
50 0,035 0,174 0,176 0,175
100 0,044 0,207 0,212 0,210
150 0,071 0,244 0,247 0,245
200 0,092 0,244 0,239 0,241
250 0,115 0,245 0,244 0,248
300 0,139 0,245 0,244 0,244
350 0,169 0,242 0,237 0,239
T i tu la c io n  de grupos SH en albumina bovina.  50 mg de seroalbumina bovj_ 
na se t i t u l a n  con 3 mi de PCMB. A lfcuo tas  (50 y1 se agregan a 3 mi de 
la so lucion  t i t u l a d a  (3 ,4  x  10 ” 5 m) de PCMB y  se lee e l  cambio de ab­
sorc ion a 255 nm de la formacion de 1 complejo.  Los va lo res  de abso r ­
cion s u s t r a f d o s  de la absorc ion  del blanco (pro te fna)  y correg idos  del 
f a c to r  de d i lu c io n  se indican en la 3a y 4a, columna. El promedio de 
dos dete rminaciones  es e l  que se indica  en e l  g r â f i c o .  El punto de 
e q u iValencia corresponde a 0,145 ml e Indica la p resenc ia  de 0,91 mo­
les de SH por  mol de seroalbumina.
TABLA 5
Muestra
W
abs,  mueptra 
ADO255 ADO255 ADO255
Promedîo
A255
0 0 0,187 0,186 0,187
20 0,017 0,295 0,296 0,272
40 0,037 0,364 0,349 0,356
60 0,037 0,466 0,452 0,458
80 0,045 0,563 0,544 0,553
100 0,067 0,638 0,618 0,628
120 0,078 0,731 0,699 0,715
140 0,085 0,795 0.783 0,789
160 0,098 0,804 0,791 0,797
180 0,101 0,803 0,791 0,797
200 0,110 0,809 0,788 0,798
T t tu la c iô n  de grupos SH en seroalbumina bovfna reduc(da,  (ver t e x t o ) . 
AlTcuotas de muestra se agregan a 3 ml de PCMB t f t u î a d o  (7,85 x 10"5 M) 
y se î l e  e l  cambîo de absorcion a 255 nm de la formac(6n del complejo.  
Los va lo res  de la absorc ion ,  s u s t r a f d o s  del bianco (proteTna) y c o r r e -  
gîdos  del f a c t o r  de d f lue  Ion se Indican en la 3a y 4a, columna. El pro 
medio de las dos determinaclones  se usa en la cons trucc lôn  del g rë f ico ,  
El punto de equ iva lenc la  corresponde a 0,135 ml. La so luclôn  con t lene  
4,2 mg de albumine reducida  y se  t i t u l a n  28,6 moles de SH por mol de 
p ro te fn a .
menbranas h a s ta  e l  momento de su a n a l i s i s  se  conserva en tubes tapados 
en le s  cu a les  se  ha bu rbu jeado  N2 du ran te  algunos m inu tes . Les r e s u l t a -  
des de l a  t i t u l a c io n  en d iv e rse s  p re p a rac ie n e s  de membrana Rl se ex p re - 
san en la s  Tablas 6 , 7 y 8 cuyes g râ f ic e s  c e rre sp e n d ien te s  sen le s  de 
la s  F iguras 11, 12 y 13. También se hacen d e term inacienes de l e s  grupes 
SH de la  membrana Rl red u c id a  cen d i t i e n i t e  so d ice , y en la  misma s o lu -  
cion  una semana despuës de conserver la  m uestra  a 4*C. Les re s u lta d e s  
de la s  Tablas 9 y 10 son le s  de ambas t i tu la c ie n e s  cuyas g ra f ic a s  r e s ­
p e c tiv e s  se p re sen tan  en la s  F igu ras 14 y 15. Les re s u lta d e s  in d ican  
que la  se lu c io n  de membrana Rl c en tien e  un prem edie de 25 moles de SH/ 
/105 grames de p r o te în a s ,  e s te  v a le r  aumenta a 45 moles p e r reduccion  
cen d i t i e n i t e .  La cen serv ac i5 n  en nevera  du ran te  una semana reduce e l  
numéro t i tu la d e  a 29 m o le j.
E F E C T O S  D E  D I F E R E N T E S  C O N C E N T R A C I O N E S  D E  l O D Q A C E T A M I D A  E N  
L A  S O L U B I L I Z A C I O N  D E  P R O T E I N A S  D E  M E M B R A N A S  R I
A -  MIGRACION ELECTROFORETICA Y MOVILIDAD RELATIVA DE PROTEINAS EN PRE- 
SENCIA DE DISTINTAS CONCENTRACIONES DE lODOACETAMIDA
De le s  re p u lta d e s  mencienades en la  Tabla 2 , se  deduce que l a  preset^ 
c ia  de iedeapetam ida aumenta la  s e lu b i l id a d  de la s  p ro te în a s  de l a  mem­
brana  R l, cuande se e x tra e n  le s  l îp id e s  cen n -b u ta n e l. En e s te  c a p i tu le  
se e s tu d ia  e l  e f e c te  de l a s  d ife re n te s  cen cen trac ien es  de iedeacetam ida  
en l a  m igracion e l e c t r e f o r é t i c a  de la s  mismas.
La F igura  16 in d ic a  la  m igracidn e l e c t r e f e r ë t i c a  de se lu c ie n e s  de 
membrana Rl red u c id as  cen d i t i e n i t e  so d ice  y a c e t i la d a s  cen d ife re n te s  
concen trac iopes de ied eace tam id a . E l g e l a cerrespendep  a l a  d i s t r i b u -  
cion  de p ro te în a s  de l a  se lu c io n  red u c id a  de l a  membrapa (p rep . IV ).
Les g e le s  q y d  cerrespenden  a la s  s e lu c ie n e s  a c e t i la d a s  cen ten iende  
iedeacetam ida en re la c ie n e s  de 0 ,7 6 , 3,75 y 7 ,6 mg/mg de p re te în a .  Las 
m uestras fuepen a p lic a d a s  a le s  g e les  en la s  s e lu c ie n e s  cen ten ien d e  le s  
exceses de re a c t iv e s  ( d i t i e n i t e  e ied eace tam id a ). Les g e le s  a ,  f  y g ce 
rrespenden  a la s  s e lu c ie n e s  de menbrana a c e t i la d a  cen la s  mismas cencen 
tra c ie n e s  que la s  an te rio rm en te  in d icad as  y en e l  misme e rd en , p e re  fue 
ren a p lic ad a s  a l  g e l luege  de e lim in a r  e l  excese  de re a c t iv e s  p e r croma
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FIGURA 9
T i tu la c io n  e sp e c t ro fc to m é t r i c a  de grupos SH en seroalbumina bovîna 
Corresponde a la Tabla 4.
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FIGURA 10
T i tu lac io n  e sp ec t ro fo to m é t r i ca  de grupos SH en seroajbümina bovina 
Corresponde a la Tabla 5.
tABU 6
Muestra
pi
ab s. muestra
i00255 600255 600255
Promedio
A255
0 0 0 ,2 2 0 0 ,220 C,,’ 20
20 0 ,1 0 8 0 ,2 1 9 0 ,217 0,218
40 0,203 0 ,2 4 3 0,232 0 .2 3 7
60 0 ,305 0,261 0,246 0 .1 5 3
80 0 ,407 0,261 0,254 0 ,2 5 7
100 0,509 0 ,280 0,260 0,273
120 0 ,606 0 ,287 0 ,278 0 ,262
140 0,702 0 ,292 0,280 C,286
160 0,804 0,299 0,290 0,294
180 0,905 0,313 0 ,293 0,303
200 1,006 0 ,320 0,314 0 ,317
220 1,097 0,332 0 ,319 0,325
240 1,197 0 ,338 0.330 0 ,3 3 4
260 1,293 0 ,3 3 8 0 ,330 0 ,334
280 1,400 0,336 0,332 0 ,3 3 4
T itu la c io n  de grupes SH en so lu c id n  d e , membrane A l .  AITcuotas de solu*  
ciân  de membrana c r r respond le n te s  a una so lu c iô n  de 5 mg/ml dn p ro te '*  
ras se d isu e lv en  en tampon de ace ta to  y urca (pli 4 .6 )  contenicndo 2 ,53  
de SOS. Las alT cuotas ind icadas en la  primera coluim a te  agregan a 3 ml 
de PCMB 8 ,5  x I0"5 M, y se lee  e l  camblo de absorcld n a . 255 nm. Los va­
lo r e s  de ab sorcion  sustraFdos de la absorcid n de la  muestra y c o r r e g i-  
dot por e l  fa c to r  de d ilu c id n  se  indican en la  3# y 4a columna, El pro- 
medio de la s  dos determ inaclon es se u t i l i z a  para la  con stru ccid n  del 
g r d f ic o . El punto de in ter sec c iô n  es de (1,22) m y corresponde a 22 ,2  no 
le s  de SH por 10^ g de la s  p rn tefn a s.
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FIGURA 11
T i tu la c io n  e sp e c t ro f o to m é t r i c a  de grupos SH de membrana Rl.  Correspon­
de a la Tabla 6.
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TABLA 1
Muestra
111
ab s. muestra
AD0255 ADO255 MO25S
Prunedio
A255
0 0 0 ,243 0 ,243 0,243
20 0 ,153 0 ,2 5 4 0 ,2 5 4 0,254
40 0,316 0 ,2 5 0 0 ,256 0 ,253
60 0,469 0 ,2 5 7 0,271 • 0 ,264
80 0 ,627 0 , 2/1 0 ,272 0 .2 7 1
100 0 ,783 0 ,2 8 2 0 ,282 0 ,2 8 2
120 0 ,923 0 .302 0 ,307 0 ,304
140 1,087 0 ,2 9 4 0 ,2 9 7 0 ,2 9 5
|6 0 1,245 0 ,2 9 4 0 ,2 9 7 0 ,2 9 5
180 1.392 0 ,294 0 ,2 9 7 0 ,295
T ttu l« c i6n de grupos de SH en s o l u c f ^  de mesérane R t. A lfcu o ta s  de la  
so lu c iô n  de membrana cen ten ien d e 5 ,7  mg/ml de p r o te fn a , s e  d isu e lv en  
en tampôn de ecetA*^o y urea (pH 4 ,6 )  contenlendo 2,5% de SOS. Las alT-
cuotas Indicadas en la primera columna se  agregan a 3 mi de PCMB 7 ,7  *
X 10"5 M y se  le e  e l  camblo de absorclôn  a 255 nm de la  fon eaclân  de: 
com plejo. Los v a lo res  de la eb sorclôn  su stra fd o s  de le  ab sorclôn  de la 
muestra y correg id os del fa c to r  de d ilu c lô n  se  Indican ert la  3* Y 
columna. El promedio de le s  dos d eterm inaclon es s e  usa a* la  construe  
c l 6n d s l g r d f ic o . El punto de eg u lv a le n c ia  corresponde a 0 , l6 0  ml y co  
r responds a 2 5 ,2  moles de SH asumiendo un peso  m olecular aparcnte de
105 para la s  p rotefn as en la  so lu c id n .
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FIGURA 12
T i tu la c io n  q sp ec t ro fo to m ét r ica  de grupos SH de la membrana R l . Corres 
ponde a la Tabla 7*
TABLA 8
Muestra
pi
a b s . muestra
AOO255 ADO255 AOO255
Promedio
A255
0 0 0,220 0,220 0,220
20 0,254 0,234 0,234 0,234
40 0,625 0,236 0,250 0,243
60 0.970 0,248 0,270 0.259
80 1,280 0,258 o , : /6 0,265
100 1.540 0,272 0,272 0,272
120 1,820 C.272 0,272 0,272
140 2,351 0,262 0,270 0,266
160 2,700 0,266 0,272 0,269
T ltu la c l6n de grupos de SH en so lu c iô n  de membrane R I. AITcuotas en ta 
s o lu c iô n  de membrana conten lend o 8 ,9  mg/ml de p r o te fn a s , se  d isu e lv en  
en tampôn de a c e ta to  y  urea (pH 4 ,6 )  conten lend o  2,5% de SOS. Las a l f -  
cuotas Indicadas en la primera columna s e  agregan a 3 *>l de PCMB 6 ,6  k 
X  1 0 " 5  H y  se  le e  c l  caidbio de ab sorclôn  a 255 nm de la  form éelôn del 
com plejo. Los v a lo r e s  de absorclôn  su stra fd o s  de la  ab sorclôn  de la  
muestra y  co rreg id o s  del fa c to r  de d ilu c lô n  se  Indican en la  3* Y  4 a  
columna. El promedio de la s  dos determ inaclon es se  usa en la  con stru c­
c lô n  del g r ô f lc o .  El punto de e q u iv a len c la  corresponde a 0 ,000  ml y co  
rresponde a 2 7 ,7  moles de SH asumiendo un peso  m olecular aparente de 
10^ pare la s  p ro te fn as  de la s o lu c iô n .
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FIGURA 13
T i tu l a c io n  e sp e c t ro fo to m é t r i c a  de grupos SH de membrana Rl. Corresponde 
a la Tabla  8.
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TABLA 9
Muestra
ul
a b s. muestra
AOOjss AOOj-j
Promedio
A255
0 0 ,0 1 3 0,255 0 ,2 4 2
20 0 ,1 2 0 0 ,4 1 1 0 ,276
40 0 ,3 5 5 0 ,6 6 7 0 ,3 1 9
60 0 ,499 0 ,865 0,359
80 0 ,6 6 8 1,052 0,381
100 , 0 .8 4 4 1 ,239 0 ,3 9 5
120 1,007 1,422 0 ,4 1 8
140 1,161 1 ,580 0 ,4 2 3
160 1.329 1,730 0 ,4 0 8
180 1,483 1,882 0 ,4 0 9
T Itu la c iô n  de grupos SH de raenbrene R l, A lfcu otas  de la  so lu c iô n  de 
membrane contenlendo 5,1  mg/ml de p ro te fn as  y reducida con d i t lo n i t o  
sô d ic o  se d isu e lv en  en tampôn de a c e ta to  y urea (pH 4 ,6 )  conten lend o  
2,5% de SOS. Las a lfc u o ta s  Indicadas en la  primera cniumna s e  agregan 
a 3 ml de PCMB 7 ,7  x lu 5 M y se  le e  e l camblo de ab sorclôn  a 255 nm 
de la fornaciôn  del com plejo . Los v a lo re s  de ab sorclôn  s u str a fd o s  de 
la  absorclôn  de la muestra y correg id o s  d e l fa c to r  de d ilu c lô n  se  In- 
dican en la  cuarta  columna. E stos v a lo re s  se  u t i l  Iran para la  e je c u -  
c iô n  del g r i f i c o ,  El punto de e q u iv a le n c la  corresponde a 0 ,0 9 8  ml y 
corresponde a un v a lo r  de 45 m oles de SH asumiendo un p eso  m olecular  
aparente de 105 para la s  p ro te fn a s  de la  s o lu c iô n ,
TABLA 10
Muestra
ul
ab s. muestra 
400255
400255
0 0 0,317 0 ,313  0 ,3 1 4
20 0,152 0 .3 6 7 0 ,3 5 8  0 ,3 6 3
40 0 ,327 0,343 0 ,3 4 8  0 ,345
60 0 ,5 0 3 0 ,3 5 4 0 ,3 4 9  0 ,3 5 2
80 0,650 0 ,358 0 ,359  0 ,3 5 9
100 0 ,7 9 4 0 ,3 5 6 0 ,375  • 0 ,366
120 0,954 0,365 0 ,3 7 5  0 .370
140 1,098 0,365 0 ,3 8 6  0 ,3 7 5
160 1,242 0 ,376 0 ,4 0 5  0 ,3 9 0
180 1,385 0 ,3 8 7 0 ,4 0 9  0 ,3 9 9
200 1,531 0 ,4 0 6 0,405  0 ,4 0 6
220 1,687 0 ,389 0 ,400  0 ,3 9 4
T ltu la c lô n  de grupos SH en membrana RI. A lfcu o ta s  de la  s o lu c iô n  de 
membrana conten lend o 5 ,2  mg/ml de p rotefn a  y reducida con d i t lo n i t o  
Ôe s o d io  fue conservada a 4*C durante una semana. La s o lu c iô n  se  pre* 
parô en tampôn de a c e ta to  de urea (pH 4 ,6 )  con ten len d o  2,5% de SOS.
Las a lfc u o ta s  Indicadas en la  primera columna s# agregan a 3 ml de 
PCMB 9 ,0 3  X 10*5 M y se  le e  e l  camblo de ab sorclôn  a 255 nm de la  fo r -  
maclôn del com plejo. Los v a lo r e s  de ab sorclôn  su stra fd o s  de la absor­
c lô n  de la  muestra y correg id os del fa c to r  de d ilu c lô n  se  Indican en 
la  tercera  y cuarta  colum nas. El promedio de la s  dos determ inaclon es  
s e  usa en la  con stru cclôn  d e l g r â f ic o .  El punto de e q u iv a len c la  co rres  
ponde a 0 ,180  ml y corresponde a un v a lo r  de 29 m oles de SH asumiendo 
un p eso  m olecular de 10  ^ para la s  p ro te fn as  de ta s o lu c iô n .
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FIGURA 14
T î tu l a c lô n  a sp ec t ro fo to m e t r i ca  de grupos SH de membrana RI reducida  con 
d i t i e n i t e  da s ed ie .  Corresponde a la Tabla 9*
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FIGURA 15
T i tu la c io n  e sp e c t ro fo to m é t r i ca  de grupos SH de membrana RI reducida con 
d i t i e n i t e  de sodio  y conservada una semana a 4"C, Corresponde a la Ta­
b la  10.
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FIGURA 16
f
Efecto  del agregado de lodoacetamina en la d i s t r l b u c l d n  e l e c t r o f o r é t ica 
de proteTnas de la membrana R l . Gel a es  la so luciôn  d$ membrana reducj_ 
da con d i t  i o n i to  de sodio  en tampon de a c e t a to  urea  (pH 5 ,2 )  y SDS (4 
mg/mg de p r o t e f n a ) . Geles b, o,  las muest ras  se t r a t a r o n  con las s i -  
gu ien te s  concen trac iones  de iodoacetamida: 0 ,76 /1 ;  3,7Ç/1 y 7,6 /1 en 
mg/mg de p ro te fn a  respectivament e . Geles e, f  y g,  se pepara el  exceso 
de r e a c t iv o s  pasando las  muestras por ré s ina  de Sephadex G~25 antes  de 
a p l i c a r  las muest ras  a l  g e l .
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to g ra f îa  en çolunma de Sephadex G-25. Âpa:rentemente se observa una va- 
r îa c io n  en l a  in te n s id a d  de a lgunas bandas cuyo a n â l i s i s  se  d é t a i l s  con 
lo s  re s u lta d o s  de l a  Tabla 11.
La Tabla 11 in d ic a  la  d is t r ib u c io n  e le c t r o f o r é t ic a  de bandas de dos 
p rep a rac io n es  de membrana Rl d is u e l ta s  en tampon de a c e ta to -u re a  (pH 
5 ,2 ) ,  SDS (4 mg/mg de p ro te fn a )  y red u c id as  con d i t i o n i t o  so d ico . S i se 
compara l a  m ovilidad  de la s  p rep a rac io n es  con la  in d icad a  en l a  Tabla 3 
(p rep a rac io n  I I ) ,  se  observa que p a ra  la  b^eparacion IV, l a  c o n cen tra - 
c ion  de la s  mismas no es sem ejan te , aumencandose la s  mas le n ta s  (adesdo 
b lam ien to  de l a  banda n** 7 con form acion de agregados de menor v e lo c i -  
dad r e l a t i v e ? ) .  En la  p rep a rac io n  V se  observa, en cambio, aumento de 
l a  c o n c e n tra tio n  de la s  bandas rap id e s  (&poca re s o lu t io n  d e l g e l? ) .  La 
s o lu tio n  I  se examina inmc ia tam en te  después de la  o b te n tio n  de l a  mem­
b ra n a , la  so lu c io n  IV se a n a liz a  la  vez que la s  so lu c io n es  red u c id as  y 
a c e t i la d a s  IV -1, IV-2 y IV-3 una semana despuês. La d ife re n c ia  observa- 
da su g ie re  la  e x is te n c ia  de p ro te în a s  re d u c ib le s  con d i t i o n i t o  y espa­
ces de form ar agregados de menor v e lo c id ad  en funcion  d e l tiem po. La va 
r ia c io n  de l a s  co n cen trac io n es  de t io l e s  l ib r e s  in d icad a  .en e l  c a p îtu lo  
p reced en te  puede s e r  co n sid erad a  como e x p lic a t io n  en e s te  caso . Las so­
lu c io n es  IV -Ï , IV-2 y IV-3, son la s  p rep a rac io n es  ob ten id as  a l  ag reg ar 
a la  IV i n i t i a l  iodoacetam ida en p roporciones v a r ia b le s  de 0 ,7 6 , 3,75 y
7,6 re sp ec tiv am en te . E s ta s  so lu c io n es  se a p lic a n  a lo s  g e les  ind icad o s 
en la  F igu ra  16 (b , q y d) s in  e lim in a r e l  exceso de r e a c t iv o ,  E l resul^ 
tado d e l a n a l i s i s  d e n s ito m étr ico  in d ic a  que s i  b ie n  se observa un aumen 
to  en e l  numéro de bandas, también se  observan m od ificaç iones en la s  
co n cen trac io n es  de iodoacetam ida . fambien m odifica  e l  nfîmero cuando e l  
exceso de re a c t iv o s  se é lim in a  por c ro m ato g ra fla  en colpmna de Sephadex 
G-25 (F ig u ras  17, 18 y 19), a s î ,  se  observan de 9 a 13 pandas comparan- 
do IV -1 y IV -la , de 10 a 12 comparando IV-2 y IV -2a, En e s te  u ltim o  ca­
so , puede o b se rv a rse  l a  reduccion  de co n ce n tra tio n  de p p o te în a s  en la  
banda n** 5; y m o d ificac io n es  v a r ia b le s  en la s  r e s ta n te s ,
Los re s u lta d o s  su g ie ren  que cond iciones como e l  tiempo de reduccion  
de la  m u estra , l a  p re s e n c ia  de exceso de re a c tiv o s  y /o  fa  c o lo ra c io n  s ^  
l e c t iv a  de p ro te în a s  m odificadas por la  reduccion  y a c e p ila c id n , son im 
p o r ta n te s  en l a  d e te rm in a tio n  d e l numéro de bandas y sus c o n c e n tra c io -  
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FIGURA 17
Trazado dens t tom etr ico  de la d i s t r i b u c io n  e l e c t r o f o r e t i c a  de p ro te fn a s  
de la solucipn reducida y a c e t i l a d a  de la membrana Rl.  Corresponde ai 
gel e de la Figura  16.
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FIGURA 18
la d i s t r i b u c i o n  e l e c t r o f o r é t i c a  de p ro te fnas  
a c e t i l a d a  de membrana Rl. Corresponde al gel
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FIGURA 19
Trazado dens i tom etr ico  de la d i s t r i b u c i o n  e l e c t r o f o r e t i c a  de p ro te fnas  
de la solucion reducida y a c e t i l a d a  de la membrana Rl. Corresponde al 
gel ff de la Figura 16.
No se  hem re a llz a d o  en e s ta  t e s i s  o tro s  e s tu d io s  mUs e sp e c ff ic o s  so­
b re  l a  v a r ia b i l ld a d  de e s ta s  condiciones de t r a b a jo .  S in  embargo, e x is ­
te  i n form acion b ib l io g r â f ic a  ind icando  que s i  l a  co n cen trac i5 n  de SDS 
empleada es s u f ic ie n te  p a ra  d e s n a tu ra l iz a r  l a s  p ro te fn a s , la s  v a r ia c io -  
nés de reac^ iv id ad  de la s  mismas en funcion  de grupos re d u c ib le s  permi­
ts  l a  form ation  de agregados, con lo s  cu a le s  podrfan  e x p lic a rs e  p a r te  
de e s to s  re s u lta d o s .
La form acion de agregados du ran te  l a  e le c t r o f o r e s i s  ha s id o  conside­
rada por o tro s  a u to re s  y se  re sen a  en l a  d iscu s id n  de m etodologia co- 
rre sp o n d ien fe  a la s  determ inaclones de peso m olecu lar de la s  p ro te fn a s .
En secc iones de e s ta  t e s i s  se  d is c u te  e l  e fe c to  de l a  p re se n c ia  pos^ 
b le  de componentes de cadenas de h id ro ca rb u ro s  no sa tu rad a s  sobre  p ro­
te fn a s  o x id a b le s , especiaIm ente  la s  menaquinonas y caro tenos de la  mem­
brana de Af. tyeodeik tiauB  * Como e s to s  Ifp id o s  migran a mayor ve lo cid ad  
que l a  banda in d icad o ra  de e l e c t r o f o r e s i s ,  en n u e s tra s  condiciones expe^ 
r im en ta ie s  se  puede f a c i l i t e r  l a  p o s ib i l id a d  de form acion de agregados 
de la s  p ro te fn a s  reducidas no a c e t i l a d a s .
Âdemas, l a  p re se n c ia  de e l e c t r o l i t o s  ( la s  m uestras n o ,s e  d ia l iz a n  
c o n tra  e l  tampon de e le c t f o f o r e s i s )  y t a l  vez l a  lo n g itu d  empleada de 
lo s  g e le s , ju s t i f iq u e n  e s to s  re s u lta d o s .
E x is te  en g en e ra l l a  i^ e a  de que la s  p ro te fn a s  re s id u a le s  de l a  mem­
brana se c a ra c te r iz a n  po r un b a jo  con ten ido  de c i s t in a  y c i s t e f n a ,  (ver 
re v is io n  en R éf. 28). Algunos de e s to s  b a jo s  v a lo re s ,  s in  embargo, fue^ 
ron ob ten idos en so lu c io n es  de membranes s o lu b il iz a d a s  con iones de d i­
fe re n te s  c o p ce n tra c io n es . Tampoco se  observa en e s to s * a n â l i s is  e s tu d io s  
d e l tiempo de h id r o l i s i s  de la s  mismas en p re se n c ia  de h id ra to s  de c a r -  
bono que pud ieran  s e r  e x tra fd o s  a l  mismo tiem po.
En"los e s tu d io s  c lâ s ic p s  de a n â l i s i s  de am inoâcidos s e  en cu en tra  que 
cuando se a p a liz a  c i s t i n a  y c is te f n a  en p re se n c ia  de ap u ca re s , se  d es- 
tru y e  h a s ta  e l  20% de lo s  mismos (282).
Ademâs, n u e s tro s  re s u lta d o s  en e l  a n â l i s i s  de p ro te fn a s  s o lu b i l iz a ­
das de l a  membrana Rl in d ican  un aumento de l a  recu p erp c id n  de p ro te f ­
nas en l a  so lu c io n  l i b r e  de I fp id o s , cuando l a  e x tra c c iâ n  de lo s  mismos 
se r e a l iz e  a p a r t i r  de l a  so lu c id n  red u c id a  y a c e t i la d a  con iodoacetam i 
da (como puede o b serv arse  de lo s  re s u lta d o s  en l a  T abla 2 ) .
Es c ie r to  que e l  pH de a c e t i la c id n  empleado en e s te  tra b a jo  no es e l
mas fa v o ra b le , ya que se  recomienda l a  a lq u ila c io n  a pH a lc a l in o  (283, 
284), En la  r ib o n u c le a sa  se ob serv a , por e jem plo , que se  a c e t i la n  lo s  
re s id u o s  de h i s t i d i n a ,  l ip in a  y m etion ina  en condiciones v a r ia b le s  de 
pH y de tieiqpos de re a c c id n . En condiciones de pH b a jo s , se a lq u i la  l a  
m e tio n in a , y a pH 5 ,5  lo s  grupos a  amino de l a  h i s t id in a  (285, 286 ). S i 
es to  o c u r r ie r a ,  ya que l a  h i s t id in a  es un conqponente aunque no mayoritja 
r i o  de la s  p ro te fn a s  de membranes (s ia lo g lic o p ro te fn a s  de e r i t r o c i to s  
(287) y citocrom os (2 7 ))y s ien d o , ademâs, h id ro fo b o , su a lq u ila c io n  po - 
d rfa  s e r v i r  tam biân p a ra  in t e r p r e te r  l a  s o lu b il iz a c id n  de la s  p ro te fn a s  
de membrana R l.
S i e s ta  in te rp re ta c io n  fu e ra  c o r re c te , se  p la n te a  e l  in te r ro g a n te  de 
cu a l es l a  reacc io n  d e l PCMB con la  so lu c io n  de p ro te fn a s  empleadas en 
e s ta s  t i tu la c io n e s .  S i se ic e p ta  que la  de term inéeion  es debida a l  mer- 
câp tid o  formpdo, lo s  re s u lta d o s  ob ten idos in d ican  entonces la  p re se n c ia  
de grupos l ib r e s  de SH. La a lq u ila c id n  de lo s  mismos s e r v i r f a  p a ra  ex - 
p l i c a r  e l  aumento de co n cen trac io n  de p ro te fn a s  so lu b le s  ubservados en 
la s  so lu c io n es  de la  membrane e s tu d ia d a ,
Ademâs, e l  a n â l i s i s  de re s u lta d o s  de la  Tabla 12, so p o rta  l a  e x is t e ^  
c ia  de grupos SH l i b r e s .  E specialm ente , en la s  p ro te fn a s  co rresp o n d ien - 
te s  a la s  bandas in te rm ed ias  d e l g e l ,  que parecen  s e r  s e n s ib le s  a lo s  
ag en tes  red u c to re s  y a l a  iodoacetam ida.
B -  ABSORCION VISIBLE Y ULTRAVIOLETA DE SOLUCIONES DE LA MEMBRANA R l. 
EFECTO DE LA PRESENCIA DE lODOACETAMIDA
La id e n t i f i c a t io n  de algunos componentes de l a  membi^ana t ip o  y de 
una membrana re s id u a l  de Af. ly8odei,ktiGU8 e s tu d iad o s  en e s te  tra b a jo  ha 
s id o  re a l iz a ^ a  an te rio rm eq te  (127, 163, 169), E studios en la  membrana 
t ip o ,  in d ican  la  p re sen c in  de citocrom os (168, 288). Ef conten ido  t o t a l  
de Ifp id o s  (165, 166) in d ic a  l a  p re se n c ia  de âc id o s grqsos sa tu rad o s  de 
cadena ram ificad a  y d e sc r ib e  ademâs l a  p re se n c ia  de menaquinonas y c a r£  
tenos (263). E l a n â l i s i s  e sp e c tro fo to m e trico  de e s to s  (fltim os se  r e a l i ­
ze luego de e x tra e r lo s  con iso o c tan o .
En l a  membrana re s id u a l  (169) ( s im ila r  a l a  R l) se m entions l a  p re ­
sen c ia  de cipocromos y se observa ademâs que l a  r e la c iâ n  de I fp id o s  a  
p ro te fn a s  se m antiene c o n s ta n te .
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Como en e s te  t r a b a jo  se co n sigu io  l a  t e t a l  s o lu b i l iz a c io n  de l a  mem­
brana  R l, r e s u l to  in te re S a n te  e l  e s tiid îo  e sp e c tro fo to m é tr ic o  de sus corn 
p o n en tes .
Se p re sen tan  en e s ta  secc îo n  lo s  e sp e c tro s  v i s ib le s  y u l t r a v io le ta s  
de p rep a rac io n es  de membrana Rl s o lu b i l iz a d a ,  y de l a  misma so lu c io n  
cuando se anade iodoacetam ida. Los a n â l i s i s  se  r e a l iz a n  reduciendo  la  
so lu c io n  de membrana Rl (d is u e l ta  en tampon de a c e ta to -u re a ,  pH 4 ,6  y 
SDS 4 mg/ml da p ro te în a s )  con d i t io n i t o  sëd ic o  1 mg/ml de s o lu c ië n  inme 
d iâ tam en te  an te s  d e l a n a l i s i s .
Los re s u lta d o s  de l a  F ig u ra  20, p re sen ta n  e l  e sp e c tro  v i s i b l e  y u l­
t r a v io l e t s  de l a  so lu c io n  de membrana R l. En la  F ig u ra  21, se  p re sen tan  
lo s  e sp e c tro s  de l a  misma p rep a rac io n  a c e t i la d a  con 8 mg de io d o ace tan ^  
da/mg de p ro te în a s . E l a n a ly s is  de la s  f ig u ra s  se  r e a l i z e  en conju n to  
con lo s  d a to s  r é s u l ta n te s  p resen tad o s en l a  Tabla 12,
Las con cen trac io n es  de p ro te în a s  se  de term inas con e l  metodo de Lo­
wry y c o l . ,  an tes  de la  a d ic io n  de lo s  r e a c t iv o s ,
Los re s u lta d o s  de l a  T abla  12 i lu s t r a n  maximos de ab so rc io n  observa- 
dos en la s  f ig u ra s  a n te r io r e s .  Los e sp e c tro s  observados son e l  r e s u l ta -  
do de lo s  componentes p ré s e n te s  (c itocrom os ^560, ^550 y *601; 168, 288 
y 289), ub iqu inonas, caro ten o s (263) y o tro s  como p ro te în a s  y ac idos nu 
c le ic o s .  Los citocrom os p re se n ta n  la s  bandas c a r a c t e r î s t i c a s  de ab so r­
cion e n tre  600 a 350 nm, m ien tras  que en so lu c io n es  de is o o c ta n o , lo s  
caro ten o s y menaquinonas absorben e n tre  350 y 240 nm.
La curva d a l e sp e c tro  v i s ib l e  de l a  membrana Rl p re se n ta n  mâximos s ^  
m olares a lo s  observados p o r Sa1ton (168) p a ra  la  membrana t ip o  pero  
con mînimos mas p ronunciados, con la  ab so rc ië n  e n tre  50Q a 600 nm es 
p rac ticam en te  a u se n te . S i e s t a  m odificac ion  en e l  especqro  se debe a l a  
pâ rd id a  por s o lu b il iz a c io n  de algunos componentes a l  o b te n e rse  l a  mem­
brana r e s id u a l  (por ejem plo , p ë rd id a  de citocrom os ^560, ®550 6 *601) 
no ha s id o  in y e s tig ad o  mis profundam ente.
Se observa^ ademas, que e l  e fe c to  de a c e t i l a r  la s  p ro te în a s  p a rece  
s e r  e l  de in d u c ir  un l ig e r o  desp lazam ien to  de ab so rc id h  de lo s  mâximos 
de 469,8 y 440,6 nm s in  m o d if ica r l a  ab so rc io n  a 413 nm.
E l maximo de abso rc io n  en e l  e sp e c tro  u l t r a v i o l e t s  (263 nm) es d i f e -  
re n te  d e l obsçrvado en membranes de e r i t r o c i t o s  (15, 290) o m itocon- 
d r ia s  (2 9 1 ), y puede e s t e r  re la c io n a d o  con l a  p re se n c ia  en e s ta  membra-
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FIGURA 20
Espectro  u l t r a v l o l e t a  y v i s i b l e  de la so luciôn  de membrana RI. La so iu -  
ciôn i n i c i a l  de membrana con t iene  5 ,2  mg de p ro te fn a s  por ml, y se redjj 
ce con d i t i o n i t o  sôd ico  (1 ,2  mg/ml). Para  e l  a n â l i s i s ,  se  r e a l i z a n  d i l ^  
c i ones adecuadas.
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FIGURA 21
E s p e c t r o  u l t r a v l o l e t a  y  v i s i b l e  d e  m e m b ra n a  RI r e d u c l ^ l a  c o n  d i t l o n i t o  y 
a l q u l l a d a  c o n  I o d o a c e t a m i d a .  La  s o l u c i ô n  I n i c l a l  de  m e m b r a n a  c o n t l e n e  
5 , 2  mg d e  p r o t e f n a s  p o r  m l ,  s e  r e d u c e  c on  d i t l o n i t o  s ^ d l c o  ( 1 , 2  m g / m l ) ,  
y s e  a c e t l l a  c o n  I o d o a c e t a m i d a  ( 8  mg/mg d e  p r o t e f n a ) .  P a r a  e l  a n â l i s i s  
s e  r e a l i z a n  d l l u e I o n e s  a d e c u a d a s .
na de m a te r ia l  n u c leo tfd ico *  La p re se n c ia  de iodoacetam ida p a rece  modi­
f i c a r  l a  ab so rc io n  e s p e c if ic a  su g irie n d o  m odificac iones de la s  p r o te f ­
nas p ré se n te s  (a lq u ila c iô n  de l i s i n a ,  m e tio n in a , c i s t e f n a ,  h i s t id in a  
y /o  con cambios de e s t r u c tu r a ) ,  o m odificac iones de la s  in te ra c c io n e s  
p o s ib le s  e n tre  caro tenos y menaquinonas p ré se n te s  y lo s  grupos SH de 
la s  p ro te fn a s  re d u c id a s , que ya ban s id o  d is c u t id a s .
D E T E R M I N A C I O N  E L E C T R O F O R E T I C A  Y  P E S O  M O L E C U L A R  D E  L A S  P R O ­
T E I N A S  S O L U B L E S  P R E S E N T E S  E N  L A  F R A C C I O N  S 2 +  I  D E  L A  M E M ­
B R A N A  R I
La d is t r ib u c io n  de pesos m olecu lares en funcion  de Ifi m ovilidad r e l ^  
t iv a  p a ra  la s  p ro te fn a s  de la  f ra c c io n  S2 + I  se  obtuvo usando g e le s  de 
p o lia c r ila m id a  a l  7% contenlendo SDS a l  0,1% so lam ente , como se d e s c r i­
be en la  secc iô n  de Mëtodos y M a te r ia le s .
La T abla 13 in d ic a  l a  m ovilidad r e l a t i v a  y lo s  lo garitm os de lo s  pe­
sos m olecu lares  p a ra  p ro te fn a s  u t i l iz a d a s  como re fe re n c fa . La F igura  22 
es e l  g ra f ic o  co rre sp o n d ien te  u t i l iz a d o  p ara  l a  de term inacion  de lo s  p^ 
SOS m olecu lares de la s  f ra c c io n e s  id e n t i f ic a d a s  en l a  m u estra . Los r e ­
su lta d o s  in d ic a n  que la  banda mâs ra p id e  t ie n e  un peso m o lecu lar de 
17,8 X 103. No se  observa la  p re sen c ia  de f ra c c io n e s  mayores que 74 x  
X 103. E stos v a lo re s  son menores que lo s  encontrados de membrana de eri_ 
t r o c i to s  (200 x  10^) (292) y m io f ib r i l la s  (105 x  10^) (2 9 3 ), pero  s im i­
l a r  a l a  d is t r ib u c io n  de pesos m olecu lares en Eeoheriohia o o t i  que es 
de 7 .5 X 10^ ademas de dos bandas de 91 x  10^ y 110 x  10^ (294).
Aun cuando e l  metodo es muy u t i l  p a ra  l a  de term inacion  de pesos molje 
c u la re s  de p ro te fn a s  y p ë p tid o s , en algunos casos se  observaron  d e sv ia -  
c iones d e l comportamiento esperado . A sf, en la s  g l ic o p ro te fn a s  con a l t a  
co n cen trac io n  de azucares  se  observa que la  in te r a c t io n  de la s  mismas 
con e l  SDS ( in te r a c t io n  en l a  que depende l a  m ovilidad  pbservada) no es 
p ro p o r tio n a l a su  cadena y , por c o n s ig u ie n te , l a  m ovilidad no es fu n - 
c iôn  solam ente de su  peso m olecu lar (293)• P ro te fn a s  coipo a ld o la s a , s e -  
roa lbum ina-bov ina , a -qu im otripsinogeno  e n tre  o t r o s ,  se  çomportan en for_ 
ma esp e rad a  no so lo  a una c o n ce n tra tio n  de p o lia c r ila m id a  s in o  en va­
r i a s  c o n cen trac io n es , dando en todos lo s  casos Ifn ea s  r e c ta s .  Como se  
v e rë  mis a d e la n te , se  id e n t i f ic a n  en e s ta  f ra c c iô n  an a lfzad a  t r è s  ban-
das de azucares  en la region i n f e r i o r  del g e l ,  por c o n s ig u i e n te ,  los pe 
SOS ca lcu lados  en esa region  son sô lo  t e n t â t fvos.
F R A C C I O N A M I E N T O  P O R  C R I B A  M O L E C U L A R  D E  P R O T E I N A S  Y  R N A .  
A P L I C A C I O N  A  L A  S O L U C I O N  D E  M E M B R A N A  R l
P ara  e s ta  sep a rac io n  se u t i l i z a  una r é s in a  de Sephadex 6-200 e q u i l i -  
b rada  con b ica rb o n a to  de amonio 0,05 M, EDTA 0,005 M y SDS a l  1%.
Se e s tu d ia  e l  fracc ionam ien to  de la  so lu c iô n  S2 + I  o b ten id a  a l  ex - 
t r a e r  lo s  I fp id o s  de l a  menbrana Rl como se in d ic a  en e l  esquema de la  
F ig u ra  1. Se a p lic a n  a l a  columna 11 mg de p ro te fn a s  (15 ,4  unidades op­
t i c a s  de ab so rc io n  a 180 nm) recogidndose f ra c c io n e s  de 2 ,5  m l. La e lu -  
c ion  de p ro te fn a s  se sigue  m idiendo l a  ab so rc io n  ô p tic e  de cada f r a c ­
t io n  a 280 nm y 260 nm. El rend im ien to  medido po r l a  rp cu p erac id n  de 
la s  unidades o p tic a s  i n i t i a l e s  es d e l 93 a l  97%. La p re se n c ia  de EDTA 
i n t e r f i e r e  en la  d e te rm in a tio n  o p tic a  y en la  de term ineciûn  c o lo r im ë ti^  
ca de p ro te fn a s . En l a  d e te rm in a tio n  o p tic a , s in  embargo, es p o s ib le  c# 
r r e g i r l a  tomando como patrO n l a  mas prôxima a l a  f r a c t io n  considerada  y 
en que l a  absorciO n O pticg , es  mfnima. La migraciOn e le c tro fo rO tic a  de 
la s  f ra c c io n e s  in d iv id u a l 's  se  in s e r t s  en l a  F igu ra  23.
Como se v e , aun cuando por e l  a n â l i s i s  de l a  absorciO n O ptica  no se 
o b tie n s  un fracc ionam ien to  de p ro te fn a s , e l  a n â l i s i s  e l e c t r o f o r e t ic o  iii 
d ic a  l a  sep a rac io n  de p ro te fn a s  de pesos m olecu lares  a l t o s ,  in te rm ed ios 
y b a jo s .
La f ra c c io n  e lu id a  e n tfe  lo s  tu b os 170 y 210, se a n a l iz a  e le c t r o f o r â  
ticam en te  m ien tra s  que l a  co loraciO n p a ra  p ro te fn a s  e s  muy dO bil; se  co 
lo re a  con to lu id in a .  Por ^u absorciO n o p tic a  se deduce que debe co n te - 
n e r  âcidos n u c le ic o s  ya q^e p re s e n ts  una re lac iO n  de ab so rc io n
^260/^280 " 1»4 .
La p re se n c ia  de o tro s  componentes (h id ra to s  de carbpno, I fp id o s , p rc  
te fn a s  conteniendo h ie r r o  y âc id o s  n u c le ic o s )  en l a  frecc iO n  S2 + I  y 
en la s  so lu c io n es  o b ten id as  en e l  fracc io n am ien to  a n te p io r  s e  e s tu d ia  a 
con tinuaciO n .
En l a  F ig u ra  24 se p re s e n ts  e l  con ten ido  de lo s  componentes a n te s  
mencionados. En e l  g e l a sé I d e n t i f ic a n  p ro te fn a s  co lo read as  con Negro 
de Amido, y la s  bandas ob serv ab les  son de c o lo r  v io lâ c e o . E l g e l  b  se
TABLA 13
M ateriel »oi^.r e la t iv a AM
Log.
PM
y-Olobullm a 0 ,1 6 (160.000) ■ 2 ,50
0 ,0 8 (160 .000) 2 .8 3
Seroalbiinlna lo v in a 0 ,2 5 (66.000)% 2,42
0 ,3 7 (6 6 .0 0 0 ) , 2 ,3 0
0 ,41 (66.000)% • 2 ,1 2
0 ,6 4 60 .000 1 ,87
Bcpslna 0 ,9 3 35.500 1,54
T rip tin a 0 ,9 7 23.800 1.39
C itorrono C 1,04 12.523 1,09
De»h1drogenasa 1S et Ica 0 ,9 8 35.000 1.54
MovIUdad r a U t iv a  d# p r e tc fn a t « t  d# pol ImcrI l#mld* #1 7% y ton
pân d# SDS «I 0 , 1 t .  Le# va lore#  ind lcedo# «on promedio# d# I  o  « i#  de- 
term lneclone#.
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FIGURA 22
Grâf îca  del logaritmo de Iqs pesos moleculares de p ro te fn a s  y su movM£ 
dad r e l a t i v a .  Se in s e r t a  la  d l s t r l b u c l ô n  e l e c t r o f o r é t I c a  de p ro te fn a s  
f r acc io n  $2 + I .  Câlculo de sus pesos moleculares* E l e c t r o f o r e s i s  en ge^  
les de p o l i a c r i l a m id a  al  7% y 0,1% de SOS.
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FIGURA 23
Fraccionamiento de componentes de la fracciôn $2 + I dp la so luc ion  de 
merobrana RI. I dent i f i c a c iô n  e l e c t r o f o r é t  ica de proteTnas  correspond ieri 
tes a la f r acc iôn  indicada por la f lécha* Se In s e r t a  ademâs la  u lt im a 
f raccion e lu id a  que en e l e c t r o f o r e s i s  se co lo rea  con to lu id in a *  La re* 
presentac iôn  se i n i c i a  a p a r t i r  del volumen de exclus  Ion (vo) .  ;
c o lo re a  con to lu ia in a  y la s  bandas son de c o lo r  a z u l .  E l g e l a se  c o lo -
re a  con Sudan I I I ,  y l a  banda es de c o lo r  n a ra n ja . En e l  g e l d  se  id en ­
t i f i c a n  h id ra to s  de carbono y la s  bandas son de c o lo r  r o jo ,  E l g e l e  se
co lo re a  con S a l de N itro sa -R  y l a  banda es de c o lo r  verd o so . E s ta  u l t i ­
ma re acc io n  in d ic a  l a  p re se n c ia  de una p ro te fn a  conteniendo h ie r r o ,  Por 
debajo  de e s t a  banda la  zona opaca no corresponde a l a  reacc iô n  y es 
una f a la c ia  fo to g râ f ic a *  Como es de e s p e ra r , lo s  co lo re s  in d icad o s p a ra  
la s  d ife re n te s  reacc io n es  no se  reproducen en l a  fo to g ra f fa  en b lanco  y 
neg ro ,
Los re s u lta d o s  de la  F igura  24 in d ic a n  la  p re sen c ia  de dos bandas 
lo re a d as  con l a  reacc io n  de to lu id in ^ ,  una s u p e r io r  y o tr a  in f e r io r  
(g e l b ) • La s u p e r io r  no corresponde a ninguna banda de p ro te fn a , y l a  
i n f e r io r  ancha y d ifu s a , puede s e r  m u lt ip le .  La c o lo ra c i6n de Ifp id o s  
empleada en e l  g e l o , es e l  prim er metodo d e s c r i to  p a ra  l a  i d e n t i f i c a -  
c ion  de loq mismos (v e r Mâtodos y M a te r ia le s )  y da una s o la  banda naraii 
j a  en l a  secc io n  in f e r io r  d e l g e l .  La co lo rac io n  p ara  h id ra to s  de carbjo 
no en e l  g e l d , in d ic a  l a  p re sen c ia  de dos bandas, une f in a  y o tr a  an­
cha mas râ p id a . E s ta  u ltim a  puede t a l  vez re la c io n a rs e  con l a  i d e n t i f i -  
cada en e l  g e lb  (p a rte  i n f e r i o r ) .  S i se  compara con e l  g e l a ,  se  o b ser­
va que no p ro te fn a s . E ste  re s u lta d o  puede deberse  a t r è s  p o s ib le s  
razones: 1) e l  c o lo ra n te  es malo p ara  c o lo re a r  p ro te fn a s  miqr â c id o s , 2 ) 
e l  m a te r ia l  es una g lic o p ro te fn a  que se  co lo rea  mal con e l  Negro de And 
do, 3) e l  m a te r ia l  separado en e s ta  zona no es una p ro te fn a  s in o  un po- 
l i s a c â r id o  y /o  âcidos n u c le ic o s .
Las reacc io n es  e s p e c f f ic a s  observadas en la  secc ion  in f e r io r  de lo s  
g e les  donde e l  fraccionam ien to  de p ro te fn a s  es p ro b lem âtico , son de d i -  
f f c i l  in te rp re ta c io n .
La a p liq a c io n , s in  embargo, de e s to s  mâtodos de co^oraciân  a s e c c io ­
nes in d iv id u a le s  d e l fraccionam ien to  con l a  columna d^ Sephadex sum inia 
t ra n  lo s  re s u lta d o s  in d icad o s a c o n tin u a tio n . La p ro te fn a  conteniendo 
h ie r r o  se qluye en la  f r a c t io n  83, Los Ifp id o s  se  eluyen  e n tre  la s  fraç^ 
c iones 83 a 106, superpoqiândose a lo s  h id ra to s  de carbono p ré se n te s  en 
la s  f ra c c io n e s  86 a 99, %ambiân se  d e te c ta n  h id ra to s  de carbcmo en con- 
cen trad o s de fra c c io n e s  qombinadas e lu id a s  p o s te r io rm e n te . La re a c tio n  
de to lu id in a  in d ic a  la  p re se n c ia  de dos bandas en la s  f ra c c io n e s  83 a 
106, pero  f ra c c io n e s  combinadas e n tre  lo s  tubos 184 a 196 una vez con-
c e n tra d a s , re a u lta ii  como una banda d ifu a a  râ p id a  s im i la r  a  l a  observada 
en l a  m uestra  i n i c i a l .  E s ta  banda se  i d e n t i f i e s  te n ta tiv am en te  como â c ^  
dos n u c le ic o s  en base  a la s  p rop iedades a n te s  mencionadas y s u g ie re  l a  
p re se n c ia  de lo s  mismos en l a  membrana R l, h a lla z g o  que no se  e sp e ra b a .
La p re se n c ia  de la s  dos bandas co lo read as  con to lu id in a  en l a  mues­
t r a  i n i c i a l  y su  fracc io n am ien to  de l a  columna, puede I n te r p r e ta r s e  co­
mo debida a l  menos a dos t ip o s  de âcido  r ib o n u c le ic o . E l âc id o  r ib o n u - 
c le ic o  de bq jo  peso m o lecu lar (banda in f e r io r )  que tam biân se c o lo re a  
con fu c s in a  puede s e r  t-RNA. E ste  RNA puede c o n s id e ra rs e  p re se n te  t a l  
vez a l  mismo tiempo que la s  g lic o p ro te fn a s  e lu id a s  e n tr e  la s  f ra c c io n e s  
86-99. La p re se n c ia  de p r o t e f n y  se observa so lam ente en lo s  g e les  obte 
n idos de fra c c io n e s  concen trad as  e n tre  lo s  numéros in d ic a d o s .
La p re se n c ia  de una s o la  banda n f t id a  p a ra  l a  reacq io n  de h ie r r o ,  pa  ^
re ce  e s t a r  en c o n tra d ic t io n  con lo s  v a r io s  t ip o s  de citocrom os observa­
dos en membranes t ip o  de Af. ty so d e ik tia u a  por o tro s  a u to re s . E l r é s u l t a  
do puede deberse  a l a  in cap ac id ad  de re s o lv e r  p ro te fn a s  con esos pesos 
m o lecu lares en la s  co nd ic iones empleadas o en l a  p e rd id a  de algunos a l  
o b ten er l a  membrana r e s id u a l  R l.
Tambiân r é s u l ta  in te r e s a n te  l a  p re se n c ia  de I fp id o s  e lu id o s  e n tre  ya 
r i a s  fra c c ip n e s  de l a  columna de Sephadex. Su p re s e n c ia  in d ic a  que la  
e x tr a c t io n  qon n -b u ta n o l es in co m p le te , y su g ie re  una forma de union a 
la s  p ro te fn a s  muy in te n s e  a p e sa r  de l a  p re se n c ia  de 1% de SDS en e l  
tampon enpleado du ran te  e l  frac c io n am ie n to . La p re se n c ia  de Ifp id o s  en 
zonas co lo read as  con Negro de Amido y con fu c s in a , a s f  como su  p resen ­
c ia  en id â n t ic a s  f ra c c io n e s  e lu id a s  de l a  columna, su g ie re  l a  p re se n c ia  
de g lic o p ro te fn a s  o g l ic o l fp id o s  o ambos en l a  m uestra  a n a liz a d a . No se 
d e s c a r ta ,  s fn  embargo, l a  p o s ib i l id a d  de que se  t r a t e  de I fp id o s  tan  
fuertem en te  unidos a p ro te fn a s ,  que en la s  cond ic iones de e s te  t ra b a jo  
son aun in s e p a ra b le s .
E S T I M A C I O N  D E  R I B O S A ,  F O S F O R O  Y  H E X O S A S  E N  L A  S O L U C I O N  D E  
M E M B R A N A  R l  E X T R A I D A  C O N  N - B U T A N O L .  E F E C T O  D E L  p H
Los re s u lta d o s  de lo s  experim entos a n te r io re s  (fracc io n am ien to  en co 
lumna de Sephadex G-200, e s tu d io s  e sp e c tro fo to m e tr ic o s  y (e le c tro fo râ L i 
c o s ) , su g ie ren  la  p re se n c ia  de h id ra to s  de carbono en l a  f r a c c iâ n  S% + I  
a n a liz a d a .
m m i
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FIGURA 24
I d e n t i f fcaciôn e l e c t r o f o r é t lea de componentes en la f r q c c ié n  $2 ^ I* El 
ge l g se co lorea  con Negro de Amido ( p r o t e f n a s ) ,  Los ge les  b,  O, d  y e  
s e  co lo rean  con: t o lu id in a  (acidos nuc le icos  y /o  p o l l s q c a r l d o s ) ,  Sudan 
II I  ( I f p id o s ) ,  ok ldacidh  con ac ldo  p e r io d ico  y fu c s in a  (h id r a to s  de car^ 
he#o) y Sal de Nl t rosa-R  (co lorac ldn  de h i e r r o ) .  Para el  a n â l i s i s  so 
a p l ic a n  0,052 mg de p r o t e f n a s .  Las so luciones  e s t â n  d i s u e l t a s  en e l  t m  
pdn empleado para  su fraccionamien to  en la colimtna de Sephadex G-200.
La e l e c t r o f o r e s i s  se  r e a l i z e  en ge les  de p o l i a c r i l a m id a  al  7% y tampôn 
da T r i s - g l Icocola  conteniendo SDS a l  0,1%. Las reacc iones ,  s i  bien son 
da d i f e r e n t e s  c o lo r e s ,  no se a p re d a n  en la f o t o g r a f f a .
I.
En e s ta  secc io n  sa  e s tu ^ ia  a l  e fe c to  d e l pH en lo s  conponentes réma­
n en tes  de l a  e x tr a c c l6n de l ip id o s  con n -bu tano l*
Soluciones de membrana RI s o lu b i l iz a d a  con tampones de a c e ta to  (0,05 
M pH 5 ,2 )  y Tpis Cl H 0,05 M (pH 7 ,5 )  contenîendo SDS (4 mg/mg de p ro - 
te in a )  y u rea  (0,05 M) se  reducen con d i t i o n i t o  sod îco  y se  a c e t i la n  
con io d o ace tap id a , Los l îp ld o s  se  e x tra e n  con n -b u ta n o l como se  in d ic e  
en la  F igura  1, m anteniendo lo s  pH re s p e c t iv o s . Se a n a liz a  e l  c o n te n i-  
do de r ib o s a , fo s fo ro  y h ex o sas . P ara  l a  determ inacion  c u a n t i ta t iv a  de 
r ib o s a , se  enp lea  e l  mëtodo de o rc in o l ,  y p a ra  su  a n i l i s i s  e sp e c tro fo to  
m e tr ic o , l a  reacc io n  de s u l f ü r i c o - c i s t e i n a ,  ambas d e ta l la d a s  en Mêto- 
dos y M a te r ia le s .
Los re su lta d o s  de l a  Tabla 14, in d ic a n  un mayor conten ido  de r ib o sa  
en la  f r a c c ië n  s o lu b i l iz a d a  empleando pH de 5 ,2 . E s tf  v a lo r  es e l  
77% d e l contenido  en l a  so lu c io n  i n i c i a l  de membrana. En medio n e u tro  
se e x tr a e ,  en cambio, so lo  e l  31% en e s ta  f r a c c id n . La fra c c io n  82 + I  
c o n tie n s  solam ente e l  17% y v a r ia  legeram ente  con e l  pH, K ;to s  r e s u l ta ­
dos su g ie ren  que componentes contenîendo ribosa se extraen con los lip^ 
dos.
E l tra ta m ie n to  disminigre como es  de e sp e ra r  l a  c o n c e n tra c i6n de fo s ­
fo ro  determ inado en la s  f ra c c io n e s  y S2 + I ,  s in  a n u la r lo s  com pleta- 
m ente.
La con cen trac io n  de hexosas determ inada parece  aum entar p a ra  l a  frao  
cion  82 + I  cuando l a  e x tra c c i5 n  se  r e a l i z e  a pH ëc id o .
En e s ta s  de term inaciones i n i t i a l e s  no se esperaba  e n c o n tra r  r ib o sa  
(241) ya que su  p re se n c ia  in d ic e  l a  e x is te n c ia  de n u c le o tid o s , o RNA. 
Los v a lo re s  encon trados p a ra  l a  mend)rana t ip o  eran  solam ente d e l 1 a l  
2%, (104), eapresado  como SNA. La p re se n c ia  de fo s fo ro  en ambas f r a c c i£  
nés luego de e x tr a e r  l ip id o s  confirm a ademas la  p re se n c ia  p o s ib le  de 
lo s  mismos. ^
La r ib o sa  fue ademas comprobada esp ec tro fo to m étricam ^n te  po r e l  milt£ 
do de Dische p a ra  p e n to sa s . La F ig u ra  25 re p ré se n ta  lo s  e sp e c tro s  de S£ 
lu c io n e s  p a trô n es  de r ib o s ^ , g lu co se  y manosa.
La F igu ra  26, c o n tie n s  lo s  e sp e c tro s  c o rre sp o n d ien te s  a la s  so lu c io ­
nes de y $2 + I  a n a liz a d a s  con e l  mismo método. Para  l a  determ ina­
c ion  c u a n t i ta t iv a  se  p re sen ta n  so lo  lo s  d a tos empleando e l  método de l 
o r c in o l ,  que se d e sc rib e  en l a  secc io n  de Mêtodos.
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La F igura  27, in J lc a  lo s  e sp e c tro s  de abso rc iô n  de l a s  fra c c io n e s  
a n a liz a d a s  p p r e l  mëtodo de D ische p a ra  hex o sas , cuyos re s u lta d o s  se  
p re sen ta n  en l a  Tabla 14, u t i l iz a n d o  como r e f e r e n d a  un t e s t ig o  de g lu ­
cose .
Los tra b a jo s  re a liz a d o s  en e s t a  sec c id h  confirm an 1^ p re se n c ia  de 
âcido  r ib o n u c le ic o  en co n cen trac io n es  no esperadas en e s ta  membrana.
La de term inacion  de r ib o s a  en une f ra c c io n  l i o f i l i z a d a  de l a  misma d io  
(ver mas a d e la n te )  un con ten ido  de 11,8% de RNA cuando s6 lo  se  esperaba  
e n c o n tra r  v e s t i g io s .
Shapot y Davidova (296), inform aron de l a  p re se n c ia  de BNA en membra- 
n a s , fra c c io n e s  so lu b le s  y e x tra c to s  o rg an ico s  A cidos, no r é s u l t a  enton 
ces so rp ren d an te  que puedan perm anecer en la  fa s e  no o rg an ica  cuando l a  
e x tra c c io n  de l ip id o s  se  r i a l i z a  en p re se n c ia  de SDS en e l  tanp6n, como 
se r e a l iz e  en e s te  t r a b a jo .
FRACCIONAMIENTO DE COMPONENTES CON MEMBRANAS DE AMICON
A plicacion  a l a  F racc ion  S2 + I  de l a  membrana R l.
La p o s ib il id a d  de f ra c q io n a r  componentes de una so lu c i6 n  con e l  uso 
de membranes de Amicon, r q s u l ta  a t r a c t i v a  por l a  s e n c i l l e z  y ra p id e z  de 
su  p roced im ien to .
La tA cnica se  a p l ic a  a une so lu c io n  de membrane p ro céd an te  de l a  
f ra c c io n  S£ + I  de l a  membrana R l, pues en e l l e  se  id e n t i f i c a n  9 a 11 
bandas por a n a l i s i s  e le c t r o f o r ë t ic o  con una d is tr ib u c iS n  de pesos m ole-
c u la re s  de 17.800 a 74.20Q.
Se emplean en e s te  experim ents la s  membranes de Amiqon UMIO que r e -  
t ie n e n  p a r t ic u le s  de peso m o lecu lar mayor que 10*, y DM2 que r e t ie n e  
p a r t ic u le s  de peso m o lecu lar mayor que 10^.
Los re s u lta d o s  expresados en l a  Tabla 15, m uestran que de lo s  13 mg 
de p ro te in a s  in ic ia lm e n te  u t i l i z a d o s ,  se  recuperan  14,6 mg, que se  d i s -  
tr ib u y en  en l a  s ig u ie n te  form a: e l  88,8% d e l recuperadp t ie n e  un peso 
m olecu lar mayor que 10*, e l  2,9% es  mayor que 10^, y e l  8,2% es menor 
que 103.
La recu p erac io n  de r ib o s a  in d ic a  que se  récupéra  e l  94,5% y de e s te
v a lo r ,  e l  88,9% tie n e  un peso m olecu lar mayor que 10*, y 5,8% es de pe­
so m olecu lar menoj que 103,
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FIGURA 26
1 d e n t î f î cacion de pentosa  en S  ^ y (S2 + I) de membrana Rl. Efecto  de 
ph. S  ^ (a) y ($2 + 1) (c) a i s l a d a s  a pH 5,2 y de las mismas fraccio-  
nes S{ (b) y ($2 + I ) (d) a i s l ad a s  a pH 7,5.
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FIGURA 27 ,
I d e n t i f i c a c i o n  e sp e c t ro fo to m e t r i c a  de hexosas en f racc iones  S^ y 
($2 + 1) de membrana Rl. Efec to  del pH ] Tneas b ( f racc ion  S^) y q 
( f racc ion  $ 2 + 1 )  a i s l a d a s  a pH 5 ,2  1 meas d ( f racc ion  S^) y e 
( f racc ion  $2 + I) a i s l a d a s  a pH 7 ,5 ,  iTneas a base del con t ro l  s in  
hexosas .  '
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FIGURA 28
f
Id e n t i f I ca c io n  e l e c t r o f o r d t l e a  de RNA en membranas t l p o ,  R 10, Rl y 
RS 10. Las so luciones  se t r a t a n  como se indica  en el  t e x to  y sus con­
cen t rac iones  se dan en pesos s e c o s . La e l e c t r o f o r e s i s  se r e a l i z a  en ge^  
les de p o l i a ç r i lamida al  10% y con tampon de SDS al  0,1%, Gel a e l e c -  
t ro fo r .e s Is de 0,300 mg de membrana t i p o ;  o 0,460 mg de membrana R 10;
e 0,240 mg de membrana R 1 ; 0,310 mg de membrana RS 10. Todos s in  e l
t r a ta m ie n to  çon RNasa. Gel b 0,320 mg de membrana t i p o ;  d  0,280 mg de
membrana R 1Q; f  0,200 mg de membrana R 1 y 7%0,280 mg de membrana RS 10.
Estos ge les  contienen  las piuestras luego del t r a ta m ie n to  con RNasa co­
mo se Indica  en e l  t e x to .
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TABLA 15
Materia l
Pro tefnas Ribosa Hexosas
mg % mg % mg %
Solucion S2 + 1 13,00 — — — 0,182 0,930 — — —
Reten i do DM 10 13,00 88,8 0,162 88,9 0,345 38,6
Retenido UM 2 0,43 2,9 0,010 5 ,8 0,367 41,1
Eluido UM 2 1,2 8,2 0 — 0,180 20,1
Fraccionamiento  de so luc ion  ($2 + l) con Amicon, D l s t r lb u c lo n  de pro-  
t e f n a s ,  r ibosa  y hexosas .  La so lucion  $2 + I se o b t i e n e  a l  e x t r a e r  1T- 
pîdos con n-butanol  de la membrana Rl.  (Ver Métodos y M a t e r i a l e s ) .  Los 
p o rc e n ta je s  se ca lcu lan  del t o t a l  recuperado.
Hexosas se  recuperan  en un 95,9% y e l  38,6% es re te n id o  por l a  mem- 
b rana  UMlO, e l  41,1% por l a  membrana UM2 y e l  20,1% es  b a jo  peso molecu 
l a r .
E stos re s u lta d o s  in d ican  que e l  89% de la s  p ro te in a s  se  encuen tran  
con so lo  e l  39% de h id ra to s  de carbono, y s i  é s to s  in te r f i e r e n  en l a  de^  
te rm inaciôn  d e l peso m o lecu la r , l a  in te r f e r e n c ia  dependera de que sean 
pocas la s  p ro te in a s  a so c iad as  con una gran c an tid ad  de lo s a zu c a res . Si 
lo s  mismos se r e p a r t ie r a n  por ig u a l  en todas la s  p ro te in a s , su e fe c to  
en la  m ovilidad s é r i a  minimo, pues no i n t e r f e r i r i a  mayormente con l a  in  
te ra c c iô n  e n tre  la s  p ro te fn a s  que la s  con tienen  y e l  SDS. Por lo  ta n to , 
p a ra  l a  m ayoria de la s  bandas observadas, lo s  pesos m oleculares a t r ib u i  
dos son probablem ente c o r re c to s .
E l 2,9% de la s  p ro té in e s  de peso m olecular mayor que 10^ se  combinan , 
en cambio, con e l  41% de lo s  azucares y e s ta s ,  por c o n s ig u ie n te , te n -  
drân una d is t r ib u c iô n  en e l  g e l que se ra  funciôn  de su  peso m olecu lar y 
de l a  carg a . Âun cuando la  gran concen trac ion  de h id ra to r  de carbono in  
t e r f i e r a  en la  in te r a c t io n  de la s  p ro te in a s  con e l  d e te rg e n te , por su 
peso m olecu lar s e ra  s in  duda una banda râp id a  y , por lo  ta n to , p ré se n te  
en la  reg ion  in f e r io r  d e l g e l .
En la  misma form a, e l  8,2% de p ro te in a s  se a so c ia  con e l  20% de azu­
c a re s ,  en fra c c io n e s  de p^so m olecu lar menor que 10^, y e s ta s ,  po r con­
s ig u ie n te ,  se ran  tambiên bandas muy râ p id a s .
Cuando e s ta  so lu c io n  se fra c c io n a  con Sephadex G-200, se  observa que 
solam ente la s  bandas ra p id a s  con tienen  h id ra to s  de carbono, re su lta n d o  
que e s ta  de acuerdo con la s  co n sid e rac io n es  a n t e r io r e s .
La re te n c iô n  de m a te r ia l  conteniendo rib o sa  por l a  membrana UMIO, in  
d ica  que 89% de lo s  mismos deben s e r  âcidos r ib o n u c le ic o s , y un 6% de 
n u c le o tid o s  u o lig o n u c le o fid o s  de FM 10^. Si en su  mayp r ia  fuese  t-RNA, 
tam bién e x p lic a  su  p re se n c ia  en la s  u ltim as  f ra c c io n e s  de e lu c io n  de l a  
ré s in a  de Sephadex G-200.
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E X T R A C C I O N  C O M P A R A T I V A  D E  A C I D O S  R I B O N U C L E I C O S  E N  D I F E R E N T E S  
T I P O S  D E  M E M B R A N A S .  D E T E R M I N A C I O N  C U A N T I T A T I V A .  A N A L I S I S  E X -  
P E C T R O F O T O M E T R I C O .  I D E N T I F I C A C I O N  E L E C T R O F O R E T I C A .
La p rq se n c ia  de âcidos r ib o n u c le ic o s  en membranes en d o p lasm aticas  c^  
lu la r e s  ha s id o  mencionada previam ente  (2 9 6 ). La e x is te n c ia  en membra­
nes b a c te r ia n a s  de d i f e re n te s  t ip o s  de âc id o s  n u c le ic o s  mencionada por 
v a r io s  a u tp re s  (297, 298, 299) in d ic a  l a  p a r t ic ip a c iâ n  de l a  membrana 
en la  s in t e s i s  de p ro te in a s  y RNA. En L ia te r ia  monoaitogenee (123) se 
in d ic a  l a  p re se n c ia  de RNA en dos f r a c c io n e s , una p a r t ic u la d a  y o t r a  
formada p o r p ro to p la s to s  lavados y en au se n c ia  de una e s t r u c tu r a  d i f e -  
re n c ia d a . Los da to s p re sen tad o s  para  membranes de Af. ty so d e ik tio u a  por 
S a lto n  (93) o b ten id as  en au sen c ia  de c a t i ones d iv a le n te s  in d ican  un con 
te n id o  muy b a jo  de RNA e h id ra to s  de carbono. En la  lyembrana r e s id u a l  
sem ejante a l a  Rl de e s te  t r a b a jo ,  o b ten id a  previam ente p o r Muhoz y Col. 
(152, 153), l a  p re se n c ia  de EDTA en la s  so lu c io n es  de lavado  s u g e r ia  l a  
l ib e ra c iô n  de RNA y /o  h id ra to s  de carbono en lo s  e lu y e n te s  o b te n id o s .
Los re su lta d o s  de la s  in v e s t ig ac io n es  d e s c r i to s  en lo s  c a p itu lo s  p ré c é ­
d an tes de e s te  tr a b a jo  s u g ir ie ro n  la  n eces id ad  de r e v is a r  lo s  r e s u l t a ­
dos ob ten idos p a ra  la  membrana t ip o  (104) y de term in ar su  p re s e n c ia  en 
la  membrana re s id u a l  (152, 153). El a n â l i s i s  se  ex teq d io  a o tro s  membr^ 
nas ob ten id as  como se  in d ic a  en l a  secc io n  co rre sp o n ^ ien te  de e s te  t r a ­
b a jo .
La determ inacion  de RNA se r e a l iz a  en f ra c c io n e s  o b ten id a s  a l  ex - 
t r a e r l a s  con lo s  metodos de Ogur y Rosen o Mâtodo 1, o Ghosh y Murray b 
metodo 2. E stos metodos se a p lic a ro n  como se  d e ta l l a  a n te r io rm e n te  a 
p rep a rac io n es  l i o f i l i z a d a s  de membranas y a lo s  re s i^ u o s  y fra c c io n e s  
o b ten id as  a l  e x t r a e r  lo s  l ip id o s  de la s  membranas con clo ro fo rm o-m eta- 
n o l .  La determ inacion  de r ib o s a  se hace por l a  re acc io n  con o rc in o l 
(v e r M etodos),
Los re su lta d o s  de l a  Tabla 16 in d ic a  una co n cen trac io n  de r ib o s a  de
2 ,6  a 3,5% para  t r è s  p rep a rac io n es  d if e r e n te s  de membrana t ip o  cuando 
lo s  dos metodos se a p lic a n  d irec tam en te  a l a  membrana l i o f i l i z a d a .  C in- 
co p rep a rac io n es  d if e r e n te s  de membrana RS10 dan v a lo re s  in f e r io r e s  a l  
1%. Del a n â l i s i s  de membranas RIO re s u l ta n  v a lo re s  semeja n te s  a lo s  en­
con trados para  l a  membrana t ip o  que son lig e ram en te  in f e r io r e s  en l a  
membrana R l.
TABLA 16
Peso
seco
Éxtracclôn RNA Res1 duo Extrac,RNA Res1 duo Extrac.RNA
Mem­
b ra ­
nes .
Método 1 
Ribosa
Método 2 
Ribosa
Libre de 
i rp l d o s
Método 1 
Ribosa
Libre de 
Lfpldos
Método 2 
Ribosa
mg % mg % mg mg % mg mg %
Tlpo 9,40 0,310 3,30
Tipo 10,00 0,300 3,00
Tipo 10,00 0,260 2,60
Tipo 23.70 0,860 3,60 18,6 0,576 2,5
Ti po 55,00 1,860 3,40
Tipo 10,00 0 , 2 j J  2,30
Tlpo 72,10 50,4 1,560 2,1
Tipo 33,20 27,9 0,669 2,0
Tipo 51,70 33,5 1.37 2 .6
Tipo 51,70 - 43.8 • 1.80 3.5
RS 10 12,60 0,007 0,07
RS 10 17,00 0,044 0,26
RS 10 12,90 0,074 0,57
RS 10 35,90 0,099 0,27
RS 10 9,26 0,050 0,54
R 10 7,90 0,230 2,9
R 10 31,30 1,030 3,3
R 10 67,80 1,600 2,3
R 10 67,80 1,8Q0 2,6
R 1 17,4 0,330 1,9
R 1 28,4 0,670 2,4
R 1 63,0 0,992 1,6
Extraccîôn comparât!va de RNA en membrana t l p o ,  RS 10, R 10 y R 1. La d e f i n i t i o n  
de e s t a s  membranas e s t a  dada en la  seccion de Métodos y M a te r i a l e s .  La determina­
t ion  de r ibosa  se r e a l i z a  en las f r acc io n es  ob ten idas  por a p l l c ac fé n  de los Méto­
dos 1 y 2 para  e x t r a e r  RNA. Tamblén se a p l ic an  e s t o s  métodos para  la de te rmina­
t ion  de r ibosa  en los res lduos  de la membrana t l p o  e x t r a l d a  con cloroformo-meta- 
n o l . Los p o rc e n ta je s  se r e f l e r e n  a peso seco.
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La a p lic a c io n  de lo s  Metodos 1 y 2 a l  re s id u o  de l a  e x t r a c t io n  con 
cloroform o-m etano l de l a  membrana t ip o  nos da v a lo re s  lig e ram en te  meno- 
re s  que lo s  o b ten idos en la s  membranas l i o f i l i z a d a s .  E ste  hecho es  mâs 
marcado cuando l a  d e te rm in a tio n  se  r e a l i z a  en fra c c io n e s  o b ten id as  con 
e l  Método %.
La co n cen trac io n  de âcido  r ib o n u c le ic o  se estim a en fu n c iân  d e l  con­
te n id o  de r ib o s a  en p a tro n es  de RNA de lev adu ra  y de p a tro n es  de r ib o s a  
que en la s  cond ic iones expérim en ta les  dan p a ra  l a  re a cc io n  con o rc in o l  
la  re la c io n  s ig u ie n te :
(mg/D.O.) RNA
-  5 ,2
(mg/D.O.) Ri
re su lta n d o  promedio de 10 determ inaciones in d e p en d ien te s .
Los re s u lta d o s  de la  Tabla 17 in d ican  e l  conten ido  de RNA promedio 
de la s  de term inaciones de r ib o sa  d e ta l la d a s  en l a  Tabla 16. Los v a lo re s  
ob ten id o s  p a ra  l a  membrana t ip o  re s u l ta n  mayores que lo s  in d icad o s  por 
o tro s  a u to re s  (93, 173) y pueden deberse a d ife re n te s  cond ic io n es  expé­
r im e n ta le s . En e s te  t r a b a jo ,  la s  de term inaciones se  r e a l iz a n  en fraccio^ 
nes e s p e c îf ic a s  de a is lam ie n to  de RNA y en condiciones en que lo s  l i p i -  
dos se  e x traen  previam ente o quedan en l a  mexnbrana. I^a e x tra c c io n  direc^ 
ta  con âc ido  p e rc lo r ic o  (Método 1) probablem ente in s p lu b i l i z a  lo s  l i p i ­
dos con e l  re s id u o . En la  e x tra c c io n  con e l  Método 2 lo s  l ip id o s  se  ex­
tra e n  a n te s  que lo s  âcidos n u c le ic o s . En e l  m a te r ia l  l i b r e  de l ip id o s  
e l  a n â l i s i s  se  hace en e l  re s id u o  ob ten ido  a l  e x tr a e r  lo s  l ip id o s  con 
cloroform o-m etanol en condiciones s lm ila re s  a la s  r é s u l ta n te s  de a p l i -  
ca r ambos m étodos, a la  membrana l i o f i l i z a d a .  En un in te n to  de determ i­
n a r s i  l a  p re se n c ia  de l ip id o s  i n t e r f i e r e  en l a  re a c c ié n  de o rc in o l  con 
r ib o s a ,  se agregaron  a l ic u o ta s  de un e x tra c to  l ip id ic o  de n -b u ta n o l de 
membrana Rl a co n cen trac io n es  conocidas de l a  so lu c io n  te s t ig o  de RNA 
de le v ad u ra . La re a c c iâ n  de o rc in o l  en e s ta s  cond iciones da v a lo re s  c in  
co veces menores que lo s  de l a  so lu c io n  te s t ig o  conteniendo id é n tic o  yo 
lumen de n -b u ta n o l.
En algunos experim entos no in c lu id o s  en e s te  tra b a jo  lo s  v a lo re s  ob­
te n id o s  de r ib o sa  con e l  Método 2 a p lic ad o  a re s id u e s  l ib r e s  de l ip id o s  
por acc io n  d e l c loroform o-m etanol re su lta b a n  mâs b a jo s  que lo s  o b ten i­
dos cuando e l  mismo método se a p l ic a  a l a  membrana l i o f i l i z a d a .  La dife^ 
re n c ia  e s ta  en que en e l  Método 2 , lo s  l ip id o s  r e s id u a le s  se  e x tra e n
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TABLA 17
Membranas
Extraccîôn Dîrec ta  
Método 1 Método 2 
RNA%
Materia l  l i b r e  de Lfpîdos 
Método 1 Método 2
RNA %
Tipo 
RS 10 
R 10 
R 1
15.4 (3) 
1,6 (3) 
16,1 (2 ) 
11,1 (2 )
16,1 (3) 
2, 1  (2 ) 
12,5 (1) 
8,2  ( 1)
11,8 (3) 15,8 (2)
Extraccion comparât!va de RNA. Los re su l tad o s  de la Tabla 15, expresados 
en mg de r ibosa  se transforman en mg de RNA al m u l t î p l î c a r  por 5 ,2 .  Los 
va lo res  represen tan  el  promedio del numéro de p reparac iones  indîcadas  en  ^
t r e  pa ren tes  i s .  La e x t ra cc îô n  d i r e c t s  en membranas con los métodos 1 y 2 
y la ex t ra cc îô n  en el  res iduo  de l fp îdos  (ex tra fdos  con cloroformo-meta­
nol)  se descr iben  en la secc îôn correspond!en te .  Los p o rcen ta je s  se re -  
f î e r e n  a peso seco.
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nuevamente con a lco h o l â c id o , m etanol y ic e to n a  m etanol. Se penso que 
la  e x tra c c io n  con cloroform o-m etanol p e r n i t i a  p a sa r a la  fa se  o rg a n ic a  
âcidos n u c le ico s  l ip o s o lu ^ le s . E l a n â l i s i s  e sp e c tro fo to m e tr ic o  d e l r e s ^  
duo o rgan ico  con cloroforpio-m etanol p e rm ltia  p a sa r  a la  fa se  o rg an ica  
âcidos n u c le ico s  l ip o s o lu b le s . El a n â l i s i s  e sp e c tro fo to m e tr ic o  d e l r e s ^  
duo o rgân ico  con cloroform o-m etanol v u e lto  a e x t r a e r  con p e rc lo r ic o  0 ,5  
M in d ic a  l a  p re se n c ia  de m a te r ia l  que absorbe en e l  u l t r a v i o l e t s  con un 
mâximo a 260 nm y una curva de a p a r ie n c ia  s im i la r  a l  e sp e c tro  de g u a n i-  
na. La determ inacion  a n a l i t i c a ,  s in  embargo, in d icab a  la  p re se n c ia  de 
tra z a s  de r ib o s a . En e l  a n â l i s i s  e sp e c tro scô p ic o  no se d e sc a r ta  l a  pos^  
b le  in te r f e r e n c ia  de lo s  caro ten o s y menaquinonas que tambien absorben 
en e l  u l t r a v i o l e t s .  La p o s ib le  p re se n c ia  de e s to s  componentes en e l  ex­
t r a c to  p e rc lo r ic o  no fue a n a liz a d a . La mayor s e n s ib i l id a d  d e l a n â l i s i s  
e sp e c tro sco p ic o  de âcidos n u c le ico s  se basa  en e l  a l to  v a lo r  de su  coe- 
f i c ie n te  molar de ab so rc io n  y perm ite  l a  de term inacion  de menores c a n t^  
dades de lo s  mismos en ausenc ia  de contam inantes de p rop iedades e sp e c - 
tro sc ô p ic a s  s im i la re s .  E sta  d ir e c t io n  de t r a b a jo  no se co n tin u é  por s a -  
l i r s e  d e l o b je tiv o  p rim ario  d e l mismo Cabe d e s ta c a r ,  s in  embargo, que 
e l  RNA encontrado  en algunas membranas t ie n e  un a l to  con ten ido  de guani^ 
n a .
La p o s ib le  e x is te n c ia  de una r ib o n u c le o p ro te în a  e x tr a ib le  con so lveii 
te s  o rgân icos s ig n i f i c a r i a  que lo s  v a lo re s  p resen tad o s  en e s te  t r a b a jo  
tampoco son lo s  v e rd a d e ro s . O tra  c o n s id e ra tio n  a te n e r  en cuen ta  es  que 
la  de term inacion  de o rc in o l es funcion  de la  com position d e l âcido  nu- 
c le ic o  e s tu d ia d o , y en e l  a n â l i s i s  u tiliz a m o s  como te s t ig o  RNA de le v a ­
dura . La p u r i f i c a t io n  d e l âc ido  n u c le ic o  de membrana y su  a n â l i s i s  s e r ­
v i r  fan  de base p a ra  una re v is io n  de e s to s  r e s u l ta d o s .
La comprobaciôn de la  p re se n c ia  de âc id o s  r ib o n u c le ic o s  en la s  mem- 
branas in c lu id a s  en e s te  e s tu d io  se r e a l i z a  p o r a n â l i s i s  e l e c t r o f o r e t i -  
co. P ara  e l l o ,  so lu c io n es  de membranas fueron  tra ta d a g  con RNasa como 
se in d ic a  en la  secc io n  de M a te ria le s  y M etodos. A licu o ta s  de la s  m is- 
nas y de so lu c io n es  te s t ig o s  (no t r a ta d a s  con RNasa) se  a n a liz a n  por •. 
e le c t r o f o r e s i s  en g e le s  de p o lia c r ila m id a  a l  10%. Los re su lta d o s  de la  
F igura  28 in d ic a n  que por e fe c to  de la  RNasa desapareçen  en lo s  g e le s  
de la s  membranas t r a ta d a s  la s  bandas de a l to  peso m olecu lar aun p ré sen ­
tes  en la  membrana RS 10 (g e l f )  que c o n tie n s  aproximadamente e l  2% de
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RNA. La 6anda observada observada en La secc io n  in f e r i o r  d e l  g e l aumen- 
t a  en todos lo s  g e le s .  La p re se n c ia  d& banda in f e r io r  in d ic a  que a p e - 
s a r  de 1$ acc iôn  e n z im a tic a , aun q u e d ^  r e s to s  de o lig o n u c le o tid e s  y /o  
n u c le o tid o s , o b se rv ab le s . S i e s ta s  fra c c io n e s  fu e ran  no d ia l i z a b le s ,  po^  
d ria n  e x ^ s t i r  cM itam inantes n u c le ic o s  in c lu s o en membranas t r a ta d a s  con 
RNasa.
Por u ltim o , l a  d iv e rs id a d  de la s  bandas p ré se n te s  en l a s  membranas 
no t r a ta d a s ,  in d ic a  l a  p re se n c ia  de âcidos r ib o n u c le ic o s  de d ife re n te s  
prop iedades (ribosom al, m ensajero o da t r a n s fe re n c ia  u o t r o s ) ,  pero  cu- 
ya id e n tI f ic a c io n  no fue in te n ta d a .
También se i d e n t i f i e s  r ib o s a  en e x tra c to s  ob ten idos a p lic an d o  e l  Mâ- 
todo 2 a la s  membranas o sus re s id u e s  l ib r e s  de l ip id o s .  E l a n â l i s i s  ea 
p e c tro fo to m â tr ic o  in d ic a  l a  p re se n c ia  de r ib o s a  en lo s  e x tra c to s  de TCA, 
AP y A. En l a  mendbrana t ip o ,  se  obtuvo una re a cc io n  con o rc in o l  en la  
f ra c c io n  separada con 0 ,5  M y PCA en c a l i e n te ,  ind icando  que la  e x tra c ­
cion  con 1 M en f r i o  no e ra  siem pre s u f ic ie n te  p a ra  d e te rm in ar todo e l  
m a te r ia l  p ré s e n te . La au sen c ia  de DNA en to d as  la s  membranas a n a liz a d as  
nos perm ite  a s im ila r  ambos v a lo re s  como âc id o  r ib o n u c le ic o . D e ta lle s  
d e l metodo empleado parecen  s u g e r ir  que la s  co nd ic iones p a ra  h id r o l iz a r  
âc id o s  r ib o n u c le ic o s  de membranas ex igen  condiciones mâs d r â s t ic a s  que 
la s  co rrlen tem en te  em pleadas.
La F igura  29 p ré se n ta  lo s  e sp e c tro s  ob ten idos cqn la  re a cc io n  de o r­
c in o l p a ra  lo s  azucares p ré se n te s  en la  membrana t ip o  y en a lgunas frajc 
c iones ob ten id as  ap lican d o  e l  Método 2 a e s ta  membrana. Se in c lu y e  e l  
e sp e c tro  de una so lu c iô n  te s t ig o  conteniendo manosq y r ib o s a  en l a  p ro - 
porc iôn  d® 5/1  ( l ln e a  1 ). La so lu c io n  i n i c i a l  de mqmbrana ( l în e a  2) con 
t ie n e  r ib o s a , que tam bién se  i d e n t i f i e s  en lo s  e x tra c to s  de âc id o  t r i -  
c lo ro acég ico  (TCA), a lc o h o l-p e rc lo r ic o  (AP) y a lc o b o lic o  (A) de la s  l l -  
neas 3, 4 y 5 re sp ec tlv a m en te . Cabe d e s ta c a r  que li^ p re se n c ia  de manosa 
en e l  te s t ig o  no induce una ab so rc iô n  mâxima a 580 nm ( c a r a c t e r l s t i c a  
de o tra s  hexosas) s in o  una in f le x io n  en la s  proxim ldades de 540 nm.
La F ig u ra  30 in d ic a  lo s  e sp e c tro s  ob ten idos con la  misma forma de 
a n â l i s i s  p a ra  l a  membrana R 10, Se d e te c ts  r ib o s a  qn todas la s  f r a c c io ­
nes excep to  en e l  e x tra c to  a lc o h o lic o  ( l ln e a  3 ) , E]^  e s p e c tro  d e l èxtraç^ 
to  contepiendo RNA (e x tra id o  con 1 M PCA), e s  e l  c q rre sp o n d ien te  a  l a  
reàcc iô n  de r ib o sa  ( l ln e a  4 ) .  También se  d e te c ts  r ib o s a  en l a  so lu c iô n
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de membrana no fracc io n ad a  con e l  Metodo Z ( l in e a  5 ) ,
La F igu ra  31 p ré se n ta  lo s  e sp e c tro s  ob ten idos en f ra c c io n e s  de mem4 
b rana  RS 10 e x tra id a  de acuerdo a l  Método 2. No se d e te c ts  r ib o s a  en 1 
lo s  e x tra c to s  TCA y A ( l în e a s  1 y 3 ) , E l e sp e c tro  d e l e x tra c to  con te­
niendo RNA ( l în e a  4) in d ic a  l a  p re se n c ia  de r ib o s a .
E X T R A C C I O N  C O M P A R A T I V A  D E  H E X O S A S  E N  D I F E R E N T E S  T I P O S  D E  
M E M B R . X N A S .  D E T E R M I N A C I O N  C U A N T I T A T I V A  Y  A N A L I S I S  E S P E C T R O -  
F O T O M E T R I C O .
El con ten ido  de h id ra to s  de carbono en membranes t ip o  de Af. tyeodeik  
t i o u s  ha s id o  previam ente in v es tig ad o  p o r G ilby y C ol. (173) y por Nacli 
b a r y S a lto n  (287) con re su lta d o s  c o n tr a d ic to r io s .  Los experim entos men^  
c ionados en le s  c a p itu lo s  a n te r io re s  de e s te  t r a b a jo  in d icab an  también 
la  p re se n c ia  de hexosas en l a  membrana r e s id u a l  en l a  c u a l no se hab îan  
2s tu d ia d o  prev iam ente .
E l con ten ido  de hexosas en la s  d if e r e n te s  membranes o b ten id as  como 
in d ic a  en la  secc io n  de Métodos y M a te r ia le s , se  a n a l iz a  tam bién con 
le s  Métodos 1 y 2 u t i l iz a d o s  para  la s  de term inaciones d e l  con ten ido  de 
âcidos r ib o n u c le ic o s . También se determ inan en e l  re s id u o  de la s  membr^ 
nas e x tra id a s  con cloroform o-m etanol.
Los re s u lta d o s  de l a  Tabla 18, in d ican  e l  con ten ido  de hexosas en re^ 
s iduos de membranas l ib r e s  de l îp id o s  por e l  método de Folch (ver Méto­
do y M ate ria le s  -  e x tra c c io n  de l î p i d o s ) . E l a n â l i s i s  de hexosas se  re a  
l i z a  por e l  método de Dische p a ra  h ex o sas , también d e s c r i to  an teriorm en 
t e ,  usando manosa como te s t ig o .  La de term inacion  in c lu y e  e l  a n â l i s i s  en 
lo s  lavados acuosos d e l e x tra c to  l ip îd ic o  y en e l  re s id u o  ob ten ido  a l  
r e e x tr a e r  e s ta s  f ra c c io n e s . La membrana t ip o  ( t r è s  p rep a rac io n es  d ife ­
re n te s )  con tipne  11,9%, l a  membrana RS 10 12% (dos p re p a rac io n e s  d if e ­
r e n te s ) ,  l a  mpmbrana R l 3,1% y la  membrana RIO 6,3% (^os p re p a ra c io ­
nes d i f e r e n te p ) .  E stos re su lta d o s  promedios in d ic a n  aproximadamente la  
misma co n cen trac io n  de hexosas para  la s  membranas t ip o  RS 10, y l a  mi- 
tad  de e s ta s  p a ra  la s  membranas RIO y R l.
Los re s u lta d o s  de l a  Tabla 19 in d ican  e l  p o rc e n ta je  <)e azu cares  reçu  
perados cuandp se in c lu y e  e l  contenido  d e l lavado de l îp id o s  m enciona- 
dos a n te r io rm e n te . Como puede o b se rv a rse , s i  e s te  con tep ido  no se  i n d u
0.0
0.3
i
0.0
s
< 0.9
450 650 650
Longitud de onda (nm )
FIGURA 23
I d e n t i f icac ion e sp e c t ro fc to m é t r ic a  de ribosa  con e l  métpdo de o rc in o l .  
Espectros  de membrana t i p o  y algunas f r acc iones  obtenidps  con e l  Método 
2" Lfnea 1. T es t ig o  de manosa (200 yg) y r ibosa  (20 y g ) , Lfnea 2.  So­
luciôn i n i c i a l  de membrana t i p o .  Lfnea 3* Fracciôn del e x t r a c t o  de TCA. 
Lfnea 4. Fracciôn de e x t r a c t o  AP. Lfnea 5 .  Fracciôn del e x t r a c t o  A. Las 
c a r a c t e r f s t i ç a s  de los d i f e r e n t e s  e x t r a c to s  se dan en Metodos y Mate r i^  
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FIGURA 30
I d e n t i f i c a c i^ n  e sp e c t ro fo to m é t r i ca  de r ibosa  con e l  métpdo de o r c in o l .  
Espectros de membrana RIO y algunos e x t r a c to s  obtenidos  con el  Método 2 . 
Lfnea 1. Fracciôn del e x t r a c t o  TCA. Lfnea 2.  Fracciôn e x t r a f d a  con AP. 
Lfnea 3* Fracciôn ex t ra fd a  con A.! Lfnea 4, Fracciôn e x t r a f d a  con 1 M de 
PCA. Lfnea $. Soluciôn i n i c i a l  de membrana. Ver Métodos y Mater ia les  
para d e t a l l e s  expér im enta les .
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TABLA 18
Meirbrenes Pesoseco
Res iduo 
Libre dm 
L fp i dos 
Peso seco
Residue 
L1bre de 
Lfpldos
Lavado
Acuoso
mg mg mg
HEXOSAS
T otal
tP eso
Seco
Tlpo 33 .2 26.10 2 .5 0 0 .870 10.1
Tlpo 5 1 ,7 33 .50 6 .6 0 ’ .370 15.4
Tlpo 5 1 ,7 43,80 5 ,0 0 0,336 10,3
AS 10 18.8 11,10 1,65 0,231 10,0
R 10 42.1 36.80 2.61 0,630 7 ,6
R 10 9 6 ,4 73,60 3 ,97 0 ,900 5,1
R 1 31,0 19.10 0 .9 7 0,370
K 1 2 0 .3 8 .85 0.71 0 ,170
R 1 22 ,7 12.8 1.31 0,255 6 ,9
Oft#rmlmacl6n ci* h«xo>*s mn d if e r e n te s  n eeb ren es. Al conten id o  en e l  
res id u e  lib re  de lfp ld o s  se  le  eAede e l  determ inedo en e l  levado ecuo  
s e  de los lfp ld o s .  Céda determ ineclôm  corresponde a d ife r e n te s  prepa­
r e d  ones en le s  m n b ren es .
TABLA 19
Total Lavado Acuoso de Lfpldos
Membranes HEXOSAS
mg mg %
Tlpo 3,40 0 ,8 7 25 ,5
Tlpo 7 .97 1.37 17,1
Tlpo 5.34 0 ,3 4 6 .4
RS 10 8.21 0,21 2 ,5
RS 10 2,11 0 .2 3 10,9
R 10 3 .24 0 .6 3 19,4
R 10 4 .87 0 ,9 0 «6.6
R 1 1,34 0 .3 7 *7.6
R 1 0 ,8 8 0 .1 7 19.3
R 1 1 .57 0 ,26 16.5
Recuperecl&i porccntuel de hexoses s o lu b le s  en egue de lo s  e x tr a c to s
c lo ro fo rn o  m etanol.
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y e ra  en e l  a n a lis ÎL , se perderxa  aproximadamente un 16,3% de hexosas p^ 
ra  l a  membrana t ip o ,  un 20% p a ra  la s  membranas Rl y RIO y un 6,7% para  
la  membrana RSIO.
Tambiên se a n a liz a  e l  contenido  de hexosas en la s  membranas l i o f i l i ­
zadas y lo s  re s id u o s  de su e x tra c c io n  con clo roform o-m etano l, cuando se 
fracc io n an  çomo se in d ic a  con e l  Método 2. Los re su lta d o s  de l a  Tabla 
20 in d ic a n  ^1 conten ido  de hexosas en la s  f rac c io n es  a s î  o b ten idas como 
tan b iên  en ç l  lavado acuoso de lo s  e x tra c to s  o rgân icos de cloroform o-ne 
ta n o l mencionado p ara  la s  Tablas 18 y 19. Estos v a lo re s , aunque r e p e t i -  
dos, se inc luyen  p ara  un m ejor a n â l i s i s  d e l re s u lta d o  cuando e l  Método 
2 se a p lic a  a l  re s id u o . También se in c lu y e , ademas, e l  con ten ido  de he­
xosas ob ten ido  a l  la v a r  con agua lo s  re s id u o s  f in a le s  ob ten idos por la  
a p lic a c io n  d e l Método 2. Ta d is t r ib u c ié n  de hexosas en la s  d ife re n te s  
f ra c c io n e s  a n a lizad as  su g ie re  l a  p re sen c ia  de hexosas en d ife re n te s  ma­
t e r i a l e s ,  y confirm an lo s  re s u lta d o s  mencionados en la  Tabla 18 cuando 
se suman lo s  con ten idos de todas la s  f r a c c io n e s , cuando c s to  es p o s ib le , 
ya que en algunos casos e l  a n â l i s i s  es  incompletOë Se o b tien e  a s î  e l  
12,6% para  l a  membrana t ip o ,  11,6% p a ra  la  membrana RSIO, y e l  6,8% pa­
ra  la  membrana Rl y 5,9% p ara  l a  membrana RIO.
La Tabla 21 a n a liz a  lo s  p o rc e n ta je s  de hexosas ob ten idos en lo s  ex­
t r a c to s  TCA, AP y A ( t r i c lo r o a c é t ic o ,  a lco h o l p e rc lo r ic o  y a lco h o lico ) 
e in d ic a  que e s to s  so lv e n te s  e x traen  aproximadamente e l  40% d e l t o t a l  
de azu cares  p ré se n te s  en la  R l, e l  21,5% de lo s  to ta le s  en l a  membrana 
RSIO, y e l  $6% de lo s  con ten idos en l a  membrana RIO. Los re s id u o s  f in a ­
le s  de l a  e x tra c c io n  con tien en  aun azécares  a l  17,7 y 23,1% p a ra  la s  
RSIO y Rl y so lo  e l  8% p ara  l a  menbrana RIO. También se e x tra e n  azdca- 
re s  a l  la v a r  con agua e s to s  re s id u o s , a n te s  de l i o f i l i z a r l o s ,  p a ra  su 
e s tu d io  p o s te r io r .  S i e s to s  lavados no se in c lu y e ran  en e l  a n â l i s i s  se 
p e rd e r îa  e l  6,9%, 11,1% y e l  5,2% de azucares en la s  qembranas RSIO, Rl 
y RIO.
Cabe d e s ta c a r  que en la  Tabla 20, no se inc luyen  lo s  lavados de lo s  
l îp id o s  e x tra id o s  en lo s  so lv en te s  m etanol y acetona-n^etanol empleados 
en e l  Método 2; t a l  vez , e l  empleo de e s to s  so lv en te s  dism inuye la  con­
tam ina tion  de hexosas en lo s  l îp id o s .
Del a n â l i s i s  de e s to s  re s u lta d o s , p o d rîa  ded u cirse  que aun cuando la  
membrana RSIO co n tien e  e l  mismo p o rc e n ta je  de azu cares  que l a  membrana
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TABLA 21
H E X 0 S A S
I o t a  1 Fracciones Res i duo Lavado acuoso
Membrana TCA, AP, A Final Res î duo Final
mg mg %to ta  1
%
to ta l mg
%
to ta  1
RS 10 4,25 0,914 21,5 1,180 27,7 0,295 6,94
R 1 4.32 1,690 39,1 0,996 23,1 0,480 11,10
R 10 4,20 3,600 85,7 0,346 8,3 0,220 5,20
D i s t r i b u c i ô n  porcentua l  de hexosas en f r a c c io n e s  obtenidas  a l  a p î i c a r  
e l  Metodo 2 en membranas RS 10, R 1 y R 10.
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t ip o ,  sus p rop iedades son d i f e r e n te s .  Las membranas Rl y RIO que c o n ti^  
nen en cambio menor co n cen trac io n  de h id ra to s  de carbono que la  menbra­
na t ip o ,  p re sen tan  sem ejan tes p rop iedades de d is t r ib u c iô n  y s o lu b i l iz a -  
c iô n . E stos re su lta d o s  pueden p re s e n te r  una d ife re n c ia  en l a  o rg an iza - 
cion  de lo s  h id ra to s  de carbono en la s  membranas e s tu d ia d a s . E ste  pro­
blems p o d ria  s e r  in v e s tig ad o  empleando te c n ic a s  e s p e c îf ic a s  p a ra  id e n t i  
f i c a r ,  por pjem plo, su p re se n c ia , como p o l is a c a r id o s ,  g l ic o l îp id o s  o 
g l ic o p r o te în a s .
El contenido  de h id ra to s  de carbono de e s ta s  membranas in d ic a  que p£ 
ra  l a  membrana t ip o ,  se  o b tienen  v a lo re s  in te rm ed ios a lo s  obten idos 
por G ilby y Col. y por Nachbar y S a lton  (127, 152). Las d ife re n c ia s  pue 
den deberse  a p e rd id as  cuando la  de term inacion  se  e fe c tu a  en e l  re s id u o  
e x tra îd o  por cloroform o-i ta n o l ,  aun cuando algo se  récupéré  a l  la v a r -  
lo s .  E l mayor re s u lta d o  ob ten ido  por G ilby y C o l,,  puede deberse  a una 
e x tra c c io n  mas e s p e c îf ic a  de lo s  l îp id o s  en m etanol y ê te r  empleado por 
esos a u to re s .
La id e n t i f ic a c iô n  e sp e c tro fo to m é tr ic a  de hexosas d^ lo s  d a tos a n a l î -  
t ic o s  p resen tad o s en e s ta  secc io n  se hace también en plgunas de la s  
f ra c c io n e s  r é s u l ta n te s  d e l Método 2 , y en lo s  re s id u o s  de l a  e x tra c t io n  
de l îp id o p  d& la s  membranas con clo roform o-m etanol.
La F igprp  32 m uestra lo s  e sp e c tro s  ob ten idos p a ra  j.os azucares  de la  
membrana pipo en la s  fra c c io n e s  de TCA, AP y A ( t r i c lp r o a c é t ic o ,  a lc o ­
h o l p e rc lô r ic o  y a lc o h o lic o )  y determ inados con e l  método de D ische pa­
ra  hexosas. Los re s u lta d o s  perm iten  la  id e n t i f ic a c iô n  e sp e c tro fo to m é tr^  
ca de hexosas pero no su  e s p e c if ic a c iô n .
La F ig u ra  33 e s tu d ia  lo s  e sp e c tro s  ob ten idos en lap  f ra c c io n e s  de 
la s  membranas RIO y RSIO. Las l în e a s  1, 2 , 3 y 4 corrçsponden a la  mem­
brana RIO. Las l în e a s  1 y 4 son lo s  e sp e c tro s  de lo s  e x tra c to s  a lco h ô H  
COS p a ra  dos con cen trac io n es  d i f e r e n te s ,  l a  l în e a  2 corresponde a la  
fra c c iô n  TCA y la  l în e a  3 a l a  f ra c c iô n  AF. En e l  casp de la  membrana 
RSIO e l  e sp e c tro  5 corresponde a l a  fra c c iô n  TCA y lo s  e sp e c tro s  6 y 7 
a dos co n cen trac io n es  d if e r e n te s  d e l e x tra c to  AP, E l e sp e c tro  de e s ta  
u ltim a  f ra c c iô n  in d ic a  l a  p re sen c ia  de hexosas ( in f le x iô n  a 416 nm) ade 
mas de un compuesto no id e n t i f ic a d o  con un maximo de pbsorc iôn  de 470 
nm.
La F igura  34 m uestra lo s  e sp e c tro s  obten idos en re s id u o s  de membra-
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nas R l, RSIO y t ip o ,  luego de e x tra e r  lo s  l îp id o s  con cloroform o-m eta­
n o l ( l în e a s  I ,  2 y 3 re sp e c tiv a m e n te ) , En un in te n to  de d i f e r e n c ia r  e s -  
pecîficam ent-e lo s  d if e r e n te s  azu cares  que p u d ieran  e s t a r  p ré s e n te s ,  sus 
e sp e c tro s  se  r e p i te n  a la s  48 horas ( l în e a s  5 , 6 y 7 en e l  mismo o rden ), 
Como e s ta s  fra c c io n e s  co n tien en  ademâs r ib o s a , se in c lu y e  e l  e sp e c tro  
de la  misma obpenido a la s  48 horas de su  a n â l i s i s  i n i c i a l  ( l în e a  4 ) .
Los e sp e c tro s  i n i c i a l e s  de membranas Rl y RSIO p re sen ta n  un mâximo a 
600 nm, a s î  como l a  d ism inuciôn  d e l mâximo a 416 nm. La au sen c ia  de e s­
te  mâximo p ara  l a  r ib o s a ,  su g ie re  l a  p re se n c ia  de o tro s  azucares  no 
id e n tif ic a d o s  h a s ta  ah o ra .
E l a n â l i s i s  e sp e c tro fo to m e tr ic o  de lo s  re s id u o s  o b ten id o s  luego de 
e x t r a e r  la s  membranas R l, RSIO, RIO y t ip o  con e l  Método 2 , aparece  en 
la  F ig u ra  33. Las l în e a s  1, 2 , 3 y 4 corresponden a lo s  sedim entos en 
e l  orden mencipnado. Los e sp e c tro s  co rre sp o n d ien te s  a e s ta s  l în e a s  se  
r e p i te n  a la s  48 h o ra s , ob ten iéndose  la s  l în e a s  7, 8 , 9 y 10 tam bién en 
e l  mismo orden. Las l în e a s  5 y 6 corresponden a te s t ig o s  de manosa y r î  
bosa ob ten idos a la s  48 horas de l a  reacc io n  i n i c i a l .  Puede o b serv arse  
que e l  p ico  p ara  e l  te s t ig o  de r ib o sa  (h ac ia  540 nm) no c o in c id e  con 
lo s  mâximos observados p a ra  lo s  e sp e c tro s  7, 8, 9 y 10, o b ten id o s a l  
mismo tiem po. En cambio, en e s to s  e sp e c tro s  se  observa un mâximo a 505. 
Los e sp e c tro s  i n i c i a l e s  ( l în e a s  1, 2 , 3 y 4) m uestran e l  mâximo de 505 
nm que aumenta a la s  48 h o ras  p a ra  la s  membranas R l, RIO y t ip o  (compâ- 
ren se  la s  l în e a s  1-3; 4-7 y 9-10) m ien tras  que dism inuye p a ra  l a  menbra 
na RSIO. E l t e s t ig o  de manosa no p ré se n ta  in f le x io n  en e s te  rango ( l î ­
nea 6 ) .  En todps lo s  re s id u o s  se  observa e l  mâximo c a r a c t e r î s t i c o  de h£  
xosas a 414 nm. E l mâximo de abso rc iôn  a 505 nm su g ie re  l a  p re se n c ia  de 
a ldo  o ce to  h e p to sa s .
Los re s id u o s  de la s  membranas t ip o  y RSIO, fueron  tam bién in v e s t ig a -  
dos por l a  re acc io n  de o rc in o l analizando  lo s  e sp e c tro s  r e s p e c t iv o s .  En 
l a  F ig u ra  36 sç p ré se n ta  e l  a n â l i s i s  de lo s  e sp ec tro s  de e s to s  azucares 
y de un te s t ig o  de r ib o s a . Puede o b serv arse  que lo s  e sp e q tro s  correspon^ 
d ie n te s  a lo s  re s id u o s  de menbrana t ip o  y RSIO ( lîn e a s  2 y 3) p re sen ta n  
un mâximo e n tre  440 y 445 nm mucho mayor que e l  de la  r ib o s a  ( l în e a  1 ). 
E s to s  re s id u o s  p re se n ta n , ademâs, un mâximo a 540 nm no p ré s e n te  en la  
so lu c io n  d e l t e s t ig o .  E s te  segundo mâximo (540 nm) s u g ie re  l a  p re se n c ia  
de r ib u lo s a  en e s ta s  m u estras . La so lu c iô n  de r ib o s a , en cambio, p resen  
t a  su  mâximo c a r a c te r î s t i c o  a 670 nm.
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FIGURA 32
I d e n t i f i c a c i ô n  e sp e c t ro fo to m é t r i ca  de hexosas en membrana t ip o  f r a c c i o ­
nada de acuerdo al  Método . Lfnea 1. Fracciôn de 1 e x t r a c t o  TCA. Lfnea 
2. Fracciôn de e x t r a c t o  AP. Lfnea 3* Fracciôn del e x t r a c t o  A.
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FIGURA 33
I d e n t i f i c a c i ô n  e sp e c t ro fo to m é t r i ca  de componentes de membrana RIO y 
RSIO f racc îonadas  de acuerdo al Método 2 . Las Ifneas 1, 2 ,  3 V 4 co­
rresponden a la membrana %10. Las Ifneas  2 y 4 son los e spec t ro s  de 
ios e x t r a c to s  a lcohô l icos  para  dos concentrac iones  d i f e r e n t e s ,  la lf- 
nea 2 corresponde a la f r acc iô n  TCA y la lfnea 3 a la f r acc iôn  de AP 
Las Ifneas 5, 6 y 7 son los e sp ec t ro s  de f r acc iones  de la membrana 
RSIO. La lfnea 5 corresponde al  e sp e c t ro  de la fracciôn  TCA y las 1f* 
neas 6 y 7 a dos concentrac iones  d i f e r e n t e s  al e x t r a c t o  AP.
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FIGURA 34
I d e n t i f i c a c i ô n  e sp e c t ro fo to m é t r i c a  de hexosas en res iduo de membranes 
Rl,  RSIO y t ip o ,  e x t r a fd a s  con cloroformo-metanol.  Lfnea 1, Membrana 
Rl. Lfnea 2. Membrana RSIO. Lfnea 3* Membrana t ip o .  Lfnea 4. Espectro  
de 200 ug de ribosa  a las 48 horas de e fec tuada  la reacc ion .  Lfneas 5» 
6 y 7 represen tan  los e s p e c t ro s  1, 2 y 3 anal izados  a las 48 horas .
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FIGURA 35
I d e n t I f I c e c i ô n  e s p e c t r o f o t o m é t r l c a  de hexosas en los residues obtenidos  
luego de e x t r a e r  membranas con e l  Método 2 . Espectros 1, 2 3 y 4 de s e d l -
mentos de membrana R I ,  RS10, RIO y membrana t i p o  r e s p e c t iv a m e n te . Ltnea 5- 
200 ug de manosa a las 48 horas de la  reacciôn  de hexosas. LTnea 6 .  Espec-  
t r o  de 200 yg de r ibosa  a las 48 horas de la  re a c c io n .  LTneas 7,  8 ,  y y 10. 
Corresponden a los espectros  1, 2 ,  3 y 4 también a las 48 horas de la  rea£  
c i ô n .
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FIGURA 36
I d e n t I f I c a c i ô n  e s p e c t r o f o t o m é t r i c a  de pentosas por o r c î n o l .  A n a l i s i s  de 1 
res id ue  f i n a l  ob ten i do a l  e x t r a e r  membrana t i p o  y RS10 con e l  Método 2 . 
LTnea 1. Es un c o n t r o l  de r ib o s a  ( I 6 y g ) .  Lfnea 2 .  Residue de membrana 
t i p o .  Lfnea 3> Residue de membrana RS10.
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La id e n t i f lc a c lo n  e sp e c tro fo to m é tr ic a  in d ic a  l a  p re se n c ia  de hexosas 
en l a  membrana t ip o  y de mas membranas a n a liz a d a s . Senala  tam bién la  prjs 
s en c ia  de o tro s  azû cares que por sus e sp e c tro s  secu n d ario s  p u d ie ran  s e r  
a id e  o c e to -h e p to sa s , o r ib u lo sa  e n tre  o t ro s .  La p o s ib i l id a d  de que 
o tro s  componentes no azucarados d ie sen  lo s  e sp e c tro s  observados se  d e s-  
c a r ta  ya que lo s  a n a l i s i s  re a liz a d o s  u t i l i z a n  como r e fe re n c ia  a lfc u o ta s  
de la s  m uestras re s p e c tiv e s  en la s  que se agrega agua en lu g a r  de c i s ­
te  in a  u o rc in o l .
IDENTIFICACION CROMATOGRAFICA DE AZUCARES.
La id e n t i f ic a c iô n  c ro m ntog rafica  de azûcares e sp e c if ic o s  se  r e a l i z a  
en lo s sedim entos o b ten id o s  luego de e x tr a e r  la s  d i f e r e n te s  membranas 
con clo roform o-m etano l. La p rep arac io n  de la s  m uestras p a ra  e l  a n a l i s i s  
se in d ic a  en la  secc iô n  de M a te ria le s  y M êtodos.
La Tabla 22 i l u s t r a  lo s  azûcares id e n tif ic a d o s  en la s  d i s t i n t a s  c la -  
ses  de membranas en funcion  de la  co n cen trac iô n  de acido  em pleada, de 
lo s  tiempos de h i d r o l i s i s  y de lo s  re a c tiv o s  empleados p a ra  su d e te c -  
c io n . Se d é te c ta  a s i  en lo s  re s id u e s  de membrana t ip o ,  l a  p re se n c ia  de 
manosa, g lu cq sa , r ib o s a , hexosaminas y , t a l  v ez , c e to -h e p to s a s . No se 
d é te c ta  g a la c to sa  bajo  ninguna condicion  de h i d r o l i s i s ;  manosa, g lucosa  
o r ib o s a  desaparecen s i  se aumenta e l  tiempo de h id r o l i s i s  y /o  la  con- 
c e n tra c io n  d e l acido  c lo rh id r ic o .
En la  membrana RSIQ se  d e te c ts ,  en cambio, g a la c to sa  y no r ib o sa  ad£ 
mas de lo s  o tro s  azû ca res  m encionados. Los re s id u o s  de la s  membranas 
RIO y RI con tienen  lo s  mismos azûcares que la  membrana t ip o .  En lo s  r e ­
siduos de la s  membranas RIO y RI se  d e tec ta n  hexosam inas, aun en co nd i- 
ciones- suaves de h i d r o l i s i s ,  y no se  observan en la  membrana RSIO ( t a l  
vez debido a l  tiempo incom pleto  de h i d r o l i s i s ) .  La c o lo ra c io n  verdosa o 
v io le ta  con re a c t iv o  B ia l ,  se  observa en la  membrana RI.
Los re su lta d o s  de la  F igu ra  37 m uestran la  id e n t i f ic a c iô n  de azûca­
res re d u c to re s  en lo s  re s id u o s  de membranas t ip o  (SM) RSIO (MRS 10) y 
RIO (MRIO), comparando la  m ovilidad con una so lu c iô n  t e s t ig o  co n ten ien - 
do g lu co sa , r ib o s a , manosa y g a la c to s a . Las cond iciones de h i d r ô l i s i s  
para e l  re s id u o  de membrana RSIO de e s ta  fo to g ra f fa  es de 3 ho ras y pa­
ra lo s  o tro s  re s id u o s  lo s  in d icad o s en la  f ig u r a .
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FIGURA 37
I d e n t i f i c a t i o n  de azûcares reducto res  en membranas t i p p ,  RSIO y RIO,
SS es un patron  de r ibosa ,  manosa, glucosa y g a l a c to s a ,  MRS10 es la frajc 
cion re s idua l  de e x t r a e r  ITpidos de la membrana RSIO en la cual se r e a 1 
za el  a n a l i s i s  c rom atogra f ico ,  tiempo de h i d r o l i s i s  de 3 horas .  SM es la 
f r a c t i o n  r e s id u a l  de e x t r a e r  ITpidos en la misma forma de la membrana t_i_ 
po, tiempo de h i d r o l i s i s  1 hora ,  MRIO, iden t ido  proced(miento,  pero de 
la membrana RIO, tiempo de h i d r ô l i s i s  1,5 horas .  En todos los casos se 
emplea ac ido  c lo rhTdr ico  IN.
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TABLA 22
Materia l HCl TiempoHidrol.
(hora^
Reacciôn de an i 1 ina Reacciôn Reacc i on
Membranas Ma. Glc, Gai. Rib, Blal E1son-Morgan
T i po 1 1 , 0 ' H- + - + no hecho no hecho
Tipo 2 2,0 - - - - verdoso(o r ig ) naranja
T i po 3 4,0 • — - - - no hecho origen
Tipo 2 4,0 - - - - naranja  (origen)
T i po 4 2,0 - - - - - - - - n aran ja(o r igen)
Tipo 4 5,0 - - - - naranja  (or igen)
Ti po 4 8,0 - - - - 2 manchas (or ig)
RS 10 1 2,0 + + + - ---- --  -
RS 10 1 3,0 ? + + -
R 10 1 1,5 + + - + no hecho no hecho
R 10 2 1.5 + - + —-  —- no hecho
R 10 1 1,5 + + - + verdoso(or  ig.) naranja  (or i gen)
R 1 1 2,0 4- - - + no hecho no hecho
R 1 1 1,5 + + - + no hecho no hecho
R 1 2 2,0 + - - - v io ]e ta (o r ig . ) no hecho
R 1 1 1,5 + + - + verdoso(or  ig.) naran ja(o r igen)
R 1 2 2,0 + - - - verdoso(or ig ) naranja  (origen)
R 1
- -----------------
2 4,0 - - - - ------ naranja  (c r i  gen)
Efee  to de la c o n c en t rac îôn  de ac ido  y del t iempo de h i d r ô l i s i s  en la ideji 
t i f i c a c i ô n  de azûcares por cromatografTa en membranas de M, lysodeiktiaus.
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La F igura  38 m uestra  g a la c to s a , g lucosa  y manosa en e l  re s id u o  de 
membrana RSIO luego de 2 ho ras  de h i d r o l i s i s ,  y de manosa y r ib o sa  en 
la  membrana R i.
La F igura  39 m uestra  la s  hexosaminas en lo s  re s id u o s  de membrana t i ­
po h id ro liz a d o s  d u ran te  3 y 5 horas con acido  c lo rh id r ic o  4M. El r e s u l-  
tado in d ic a  l a  p re se n c ia  de una mancha p o s i t iv a  que en la  f ig u ra  a (8 
ho ras de h i r ô l i s i s )  es mas le n ta  que la  glucosam ina de re f e re n c ia ,  y a 
la  misma d is ta n c ia  que e l  c o n tro l en b (5 horas de h i d r o l i s i s ) .  E l te s ­
tig o  de glucosam ina se somete  a la s  mismas cond iciones de h id r o l i s i s  
que la  m u estra , y la  a p a r ic io n  de mas de una mancha co lo reada  se debe, 
probablem ente, a l a  p re se n c ia  de contam inantes d e l t e s t ig o  o debido a 
la  descom posiciôn en d ife re n te s  p roductos como consecuencia de la s  con­
d ic io n es  de l a  h i d r o l i s i s .
La F igu ra  40 m uestra la s  co lo rac io n es  observadas p a ra  lo s  re s id u o s 
a n a lizad o s  de membranas RI, t ip o  y RIO despuês de re v e la r  por e l  r e a c t^  
vo de B ia l. Las manchas verdosas observadas en e l  o r ig e n , no co inciden  
con la  m ovilidad  d e l t e s t ig o  que , en e s te  caso , es sed o h ep tu lo sa .
Se in te n tô  confirm er la  p re sen c ia  de hep to sas  con e l  p rocedim iento  
de Wright y Rebers que se  in d ic a  en la  secc iôn  de M étodos. Se o b tu v ie -  
ron v a lo re s  de 0,34% p ara  l a  membrana t i p o .0.93%; 0,63% y 0,43% para  
la s  membranas RIO, RI y RSIO re sp ec tiv am en te , r e fe r id o s  a un te s t ig o  de 
sed o h ep tu lo sa . La F igura  41 p ré se n ta  e l  a n a l i s i s  de lo s  e sp e c tro s  co- 
r re sp o n d ie n te s  a lo s  productos de l a  re a c c iô n . Aun cuando p a ra  todas 
la s  m uestras se  o b tien e  un maximo o una in f le x io n  a 500 nm, c a r a c te r î s -  
t ic o  de sedohep tosa , e l  e sp e c tro  no es s im ê tr ic o  en ese rango, in d ic a n -  
do que l a  h ep to sa  p ré se n te  no es sedoheptosa  o que la  p re se n c ia  de 
o tro s  componentes en la s  m uestras i n te r f i e r e n  en la  d e te rm in a tio n ,
Estos re s u lta d o s  in d ic a n  que aun cuando es p o s ib le  i d e n t i f i c a r  un 
compuesto co lo reado  con e l  re a c tiv o  de B ia l en la s  membranas t ip o ,  Rl y 
y RIO, su  m ig ra tio n  c rom atog rafica  no corresponde a l  te s t ig o  de sedohep^ 
to sa  empleado. Ademas, lo s  e sp e c tro s  obten idos en la  d e te rm in a tio n  ana- 
l i t i c o  tampoco corresponden con lo s  p ro p io s  d e l t e s t ig o ,  S alton  y F ree r 
(164), mencionan l a  id e n t i f i c a t io n  de g lu co sa , manosa y g a la c to sa  y r ^  
bosa en la  membrana t ip o ,  G ilby y Col. (173), in d ican  ademas la  p resen ­
c ia  de hexosam inas. Los re su lta d o s  p resen tad o s en e s ta  secc iô n  in d ican  
que no es p o s ib le  d e te c ta r  g a la c to sa  en lo s  re s id u o s  de memhr.ina e x t r a i
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dos con clo roform o-m etano l. E ste  re s u lta d o  es s im ila r  a l  de G ilby y CoL 
que so lo  d e te c ta n  tr a z a s  de g a la c to sa  en e l  re s id u o  d e s lip id iz a d o  con 
é te r .  y s u g ie re ,  t a l  v ez , que la  g a la c to sa  sea  un components de lo s  gH  
c o lip id o s  o que e s ta  p ré se n te  en la  membrana en co n cen trac io n es  muy in -  
f e r io r e s  a lo s  o tro s  azûcares  id e n t i f i c a d o s . La p re se n c ia  de hexosamina 
en e l  re s id u o  de la  membrana t ip o ,  su g ie re  l a  p re se n c ia  de g l ic o lip id o s , 
g lic o p ro te in a s  o ac id o s te ic o ic o s .
También se d é te c ta  por c ro m ato g ra fîa  la  e x is te n c ia  de o tro s  azûcares 
no id e n tif ic a d o s  por e l  a n a l i s i s  de lo s  e x p e c tro s , Estos azûcares perma 
necen ademas en lo s  re s id u o s  f in a le s  ob ten idos a l  e x tra e r  componentes 
de l a  membrana con e l  Método 2 , método que en algunos pasos comprende 
la  e x tra c t io n  de p o lis a c a r id o s  e n tre  o t r o s ,  Por todo e l l o ,  su g ie re  la  
e x is te n c ia  de g l ic o l ip id o s ,  g l ic o p ro te in a s ,  p o lis a c a r id o s  y , t a l  vez, 
acidos te ic o ic o s  en lo s  re s id u o s  de membrana t ip o  p resen tad o s en e s te  
t r a b a jo .
Los re s id u o s  an a lizad o s  de membranas Rl y RIO tie n e n  lo s  mismos azû­
ca res  que l a  membrana t ip o ,  y la s  co n sid e rac io n es  a n te r io re s  se  e x t ie n -  
den, p o r c o n s ig u ie n té , a la s  mismas.
En lo s  re s id u o s  de la  membrana RSIO, se i d e n t i f i e s  g a la c to sa  ademas 
de algunos o tro s  de lo s  azû cares  m encionados. La p re se n c ia  d i f e r e n c ia l  
de g a la c to sa  en e s ta  membrana y la s  p rop iedades a n te s  d is c u t id a s  en e l  
a n a l i s i s  de la s  Tablas 17, 18, 19 y 20, apoyan la  su g eren c ia  de que en 
e s ta  membrana e x is te n  d ife re n te s  compuestos conteniendo h id ra to s  de ca£ 
bono.
IDENTIFICACION ELECTROFORETICA DE PROTEINAS E HIDRATOS DE CARBONO EN 
MEMBRANAS TIPO, RIO, Rl Y RSIO
La d i s t r ib u t io n  e le c t r o f o r é t i c a  de p ro te in a s  en membranas t ip o  y r e ­
s id u a l  ( s im ila r  a la  membrana Rl de e s te  tra b a jo )  ha s id o  previam ente 
in v e s tig a d a  (153, 263) por o tro s  a u to re s , y no a s i  la  d is t r ib u t io n  elejc 
troforética de hidratos de carbono.
En estn secciôn, ,se présenta la distribution electrof orética de es­
tos componentes en las membranas tipo, Rl, RIO y RSIO obtenidas como se 
detalla en la section de Materiales y Métodos.
Los re s u lta d o s  de la  F igura  42 in d ic a n  la  p re se n c ia  de p ro te in a s  r e -
FIGURA 38
I d e n t i f i c a t i o n  c romatogra fica  de azûcares  reduc tores  en membranas Rl y 
RSIO. SS ^s e l  t e s t i g o  de r ib o sa ,  manosa, g lucosa  y g a l a c to s a .  MR1 
es la f r a c t i o n  re s idua l  de membrana Rl a1 e x t r a e r  ITpidos con c lo r o f o r  
mo-metanol, Las condic iones  de h i d r ô l i s i s  son CIH IN y 2 ho ras ,  MRS1O"" 
es la f r a c t i o n  re s idua l  de la membrana RSIO sobre  la cual se  e fe c tu a  
iden t ico  procedimiento .  Las condiciones  de h i d r ô l i s i s  son CIH IN y 2 
h o r a s .
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FIGURA 39
I dent I f Icaciôn c rom atog râ f Ica de hexosaminas en membrana t i p o  (SM). 
Efec to  del t iempo de h i d r ô l i s i s ,  a  es 8 h o ra s ;  b es 5 h o ra s ;  e l  t e s t i g o  
es glucosamina.
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FIGURA 40
I d e n t i f icac iôn de heptosas  en membrana t i p o  Rl y RIO comparando con un 
t e s t i g o  de sedoheptu losa .  La i d e n t i f icaciôn se hace en los res iduos  de 
e x t r a e r  ITpidos con cloroformo-metanol.  MRl es el res iduo  correspon-  
d ien te  a la membrana Rl. SM es el  res iduo  correspondien te  a la membra­
na t i p o  y MRIO el  res iduo  correspond ien te  a la membrana RIO. T es t igo  
de sedoheptosa  marcado con l ap iz .  Las condiciones  de h i d r ô l i s i s  son 
las s i g u i e n t e s :  membrana Rl CIH IN, 1.5 horas ;  membrana RIO CIH IN,
1,5 horas ;  membrana t i p o  es CIH 2N, 2 horas .
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FIGURA 41
I d e n t i f i c a c i ô n  e s p e c t r o f o t o m é t r i c a  de heptosas en e l  res id u o  de membra^ 
nas, a membrana t i p o ;  b membrana RSIO; a membrana RI ; d membrana RIO,
i
i
W i
FIGURA 42
I d e n t i f i c a c i ô n  e l e c t r o f o r é t i c a  de p ro te fn as  e h id ra to s  de carbono en 
membranas. Gçles a (0,210 mg), o (0,400 mg); e (0,240 mg) y g (0,310 mg) 
de pesos secqs re spec t ivos  de membranas t i p o ,  RIO, RI y RSIO coloreadas  
con reacc iôn de p r o te fn a s .  Geles b (0,240 mg), d (0,40Q mg), f  (0.240 
mg) y h (0,620 mg) correspondiendo a las membranas t i p o ,  RIO, RI y RSIO 
colo readas  con la reacciôn de acido  p e r iô d i c o - f u c s in a .  Los va lo res  en ­
t r e  pa ren te s  is corresponden a pesos secos .  El m a te r ia l  se d i sue lve  en 
tampôn conteniendo 1% de SOS. Para la e l e c t r o f o r e s î s  se emplean ge les  
de p o l i a c r i l a m id a  al  7% y 0,1% de SOS en el tampôn.
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ta rd a d as  (p a r te  s u p e r io r  d e l g e l)  observab les  en la  membrana t ip o  (g e l 
a) y no d e tec tad as  en la s  membranas RIO (g e l a) y  RSIO (g e l g ) * La d is -  
t r ib u c io n  de m a te r ia le s  conteniendo h id ra to s  de carbono, es la  s ig u ie n -  
t e .  En l a  membrana t ip o  (g e l b)  se  id e n t i f ic a n  cinco  bandas p o s i t iv a s  a 
la  reacc io n  acido  p e r io d ic o -fu c s in o  dos de lo s  cu a les  corresponden  a 
compuestos re ta rd a d o s  (p a r te  s u p e r io r  d e l g e l ) , Los componentes rap id o s  
( t r e s  bandas) se  id e n t i f ic a n ,  en cambio, en todas la s  membranas e s tu d ia  
d a s . Las té c n ic a s  empleadas de e le c t r o f o r e s i s  y co lo ra c io n e s  se  d e ta -  
l l a n  prev iam ente,
E S T I M A C I O N  C U A N T I T A T I V A  D E  P R O T E I N A S  Y  L I P I D O S  E N  D I F E R E N T E S  
T I P O S  D E  M E M B R A N A S  Y  D I S T R I B U C I O N  E L E C T R O F O R E T I C A  D E  L I P I D O S
E l contenido  de p ro te in a s  y l ip id o s  en la  membrana t ip o  y r e s id u a l  
(Rl) ha s id o  e stu d iad o  previam ente (127, 169). E stos re s u lta d o s  se aha- 
den en e s ta  secc iô n  a lo s  ob ten idos para  la s  membranas RSIO y RIO p a ra  
f a c i l i t e r  la  in te rp re ta c io n  de lo s  re s id u o s .
Las té c n ic a s  empleadas p a ra  l a  de term inacion  de p ro te in a s  y l ip id o s  
se d e ta l la n  en la  secc iô n  de Metodos.
Los re su lta d o s  de la  Tabla 23 in d ican  e l  conten ido  de p ro te in a s  y 1^ 
p idos en la s  membranas t ip o ,  RSIO, Tl y RIO, Los v a lo re s  o b ten id o s  p a ra  
la s  membranas t ip o  y Rl son sem ejantes a lo s  ob ten idos an te r io rm en te  
por o tro s  a u to re s  (127, 169), S i se  comparan lo s  da tos de la  membrana 
t ip o  con lo s  de la s  r e s ta n te s ,  se observa que l a  re la c iô n  de p ro te in a s  
a l ip id o s  (membrana t ip o  2 ,2 ; membrana RSIO 1 ,7 ; membrana RIO 1,5 y 
membrana Rl 1) es in d ep en d ien te  d e l d if e r e n te  numéro de lavados (mem­
brana  RSIO y RIO) pero  funciôn  de la  co n cen trac iô n  de EDTA en lo s  tamp^ 
nés empleados (membranas Rl y RIO o b ten id as  con 1 y 10 mM de EDTA), En 
todos lo s  casos se n o ta  mayor e lim in ac iô n  de l ip id o s  que de p ro te in a s .
Las co n cen trac io n es  de h id ra to s  de carbono y ac idos n u c le ic o s  (ver 
Tablas 17 y 18) e s ta n  a fe c ta d a s  por e l  metodo de ob tenciôn  de la s  mem­
b ra n a s . Se observa a s i  una d i f e re n c ia  en la  co n cen trac iô n  de h id ra to s  
de carbono e n tre  la s  membranas RIO y Rl que m uestra e l  e fe c to  de la s  
dos con cen trac io n es  de EDTA em pleadas. E l numéro de lav ad o s , a f e c ta ,  en 
cambio, la s  co n cen trac iones de ac id o s  n u c le ico s  h a lla d o s  en la s  membra­
nas RSIO y RIO.
TABLA 23
Membranas Protefnas
% de Peso Seco
Lfp i dos
T îpo 40,2 (3) 18.3 (4)
RS 10 26,5 (3) 15,3 (3)
R 1 32,5 (2) 30,5 (2)
R 10 21,4 (1) 14.1 (2)
Contenido de Ifpidos y p ro te fnas  en membranas t ip o ,  RSIO y RIO. Los nu­
méros e n t r e  paren tes  is indican el  numéro de p reparac iones  empleadas pa­
ra hacer las determinaciones  e sp e c f f i c a s  de cada t ip o  de membrana.
-  140  -
La d is t r ib u c iô n  e le c t r o f o r é t ic a  de I fp id o s  p ré se n te s  en la s  membra­
nas e s tu d ia d a s  se  m uestra en l a  F igu ra  43. P ara  l a  c o lo ra c io n  de lo s  gje 
le s  se  emplea e l  Método 2, mencionado en l a  secc iô n  de e le c t r o f o r e s i s  
en M étodos. Las membranas t ip o  (g e l a ) ,  RIO (g e l b) y Rl (g e l o)  p a re -  
cen co n ten e r e l  mismo numéro de bandas (5-6) que es menor en la  membra­
na RSIO (g e l d) ,
E l mayor numéro de bandas observado en l a  membrana t ip o  no co in c id e  
con e l  p re sen tad o  previam ente (300) por o tro s  in v e s t ig a d o r e s , y puede 
a t r i b u i r s e  a una mayor s e n s ib i l id a d  d e l método de co lo ra c io n  empleado 
en e s t e  caso . Se o bserva , s in  embargo, en e l  tra n sc u rso  de l a  e l e c t r o f ^  
r e s i s  l a  p re se n c ia  de una banda a m a r illa  mas ra p id a  que e l  in d ic a d o r  y 
que desaparece  d u ran te  la  f i j a c iô n  d e l g e l por c u a lq u ie ra  de lo s  méto­
dos en e s te  t r a b a jo .
La d i f e r e n te  m ovilidad  de e s ta s  bandas y su  d e tecc iô n  en zonas donde 
tam bién se  re v e lan  p ro te fn a s  e h id ra to s  de carbono, su g ig re  l a  p resen ­
c ia  de g l ic o l ip id o s ,  l ip o p ro te fn a s  o g l ic o l ip o p ro te fn a s ,  o com plejos 
r e s i s t e n te s  a l a  acc iôn  d e te rg e n te  d e l SDS p ré s e n te  en l a  e le c t r o f o r e ­
s i s  y n e c e s a r io  p a ra  l a  s o lu b i l iz a c iô n  de la s  m uestras de e s te  e s tu d io .
I D E N T I F I C A C I O N  E L E C T R O F O R E T I C A  D E  P R O T E I N A S ,  L I P I D O S  E  H I ­
D R A T O S  D E  C A R B O N O  E N  M E M B R A N A S  T I P O  Y  E N  S U S  R E S I D U O S  C O ­
R R E S P O N D  I  E N T E S  D E S P U E S  D E  L A  E X T R A C C I O N  C O N  C L O R O F O R M O - M E ­
T A N O L .  E F E C T O  D E L  M E R C A P T O E T A N O L
La membrana t ip o  fue  e x tra fd a  con clo roform o-m etano l como se  d e ta ­
l l a  en Métodos y M a te r ia le s . E l re s id u o  no se  s o lu b i l i s a  con l a  so lu ­
ciôn  a l  1% de 3DS y e l  tampôn empleado en la s  c o n d itio n e r  expérim enta­
le s  a n te s  m encionadas. Se d is u e lv e , s in  embargo, rép idam fn te  con tampôn 
conteniendo 1% de SDS y 0,5% de m ercap to e tan o l. La e le c t f o f o r e s i s  se  
r e a l iz a  en p re se n c ia  de 0,1% de SDS y 0,05% de m ercap to e tan o l, m ante- 
n iendo la s  demas c o n d ic io n e s .
A f in  de e s tu d ia r  e l  e fe c to  d e l m ercap to e tan o l en l a  d is t r ib u c iô n  
e l e c t r o f o r é t i c a  de componentes en l a  membrana t i p o ,  se  comparan lo s  r e ­
su lta d o s  de l a  d is t r ib u c iô n  e le c t r o f o r é t i c a  de p ro te fn a s ,  h id ra to s  de 
carbono y I fp id o s  de so lu c io n es  de membrana t ip o  en tampôn de T r i s - g l i -  
coco la  y 1% de SDS con lo s  re s u lta d o s  o b ten id o s  cuando la  misma membra-
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FIGURA 43
I d e n t i f i c a c i p n  e l e c t r o f o r é t i c a  de I fp idos  en membranas. Gel a membrana 
t i p o  (0,300 mg), gel b membrana RIO (0,310 mg), gel a membrana RI 
(0,240 mg) y gel d membrana RSIO (0,310 mg). Las can t idades  fndlcadas 
e n t r e  p a r é n t e s i s  corresponden a pesos secos de cada muestra a p l i c a d a  a 
g e l .  Las membranas se d isuelven  en tampon conteniendo SDS al 1%, Para 
la e l e c t r o f o r e s is se emplegn ge les  al  7% de p o l i a c r l l a m (d a  en tampôn 
con SDS al  0,1%. Las bandas v i s i b l e s  en la f o t o g r a f f a  son de c o lo r  na­
r a n j a .  Para mas d e t a l l e s  expér im en ta les  ver Métodos y M a te r i a l e s ,
na se d isu e lv a  en e l  tampon que, ademés, co n tien e  m ercap to e tan o l 0 ,5  M. 
La e le c t r o f o r q s is  se  re a l iz a n  también en g e le s  a l  7%, y lo s  tampones em 
p leados con tienen  SDS (0,1%) y /o  0,05% de m ercap toe tano l respectivam en­
te .  Se co lo ren  luego p a ra  r e v e la r  p ro te in a s ,  Ifp id o s  e h id ra to s  de c a r­
bono como se  $ndica en  Métodos, empleéndose e l  Metodo 2 p a ra  l a  id e n t i ­
f ic a t io n  de I fp id o s .
La F ig u ra  44 m uestra  l a  d is t r ib u c iô n  de p ro te fn a s  (g e l A ), Ifp id o s  
(g e l B) e h id ra to s  d e  carbono (g e l C) en la  so lu c iô n  dq membrana t ip o  
d i s u e l ta  en tampôn ccm teniendo SDS so lam en te . Los g e le s  D (co lo rac io n  
de p ro te fn a s ) ,  E (c o lo ra c io n  de h id ra to s  de carbono) y F (co lo rac io n  de 
I f p id o s ) ,  m uestran e l  e fe c to  d e l m ercap toe tano l en l a  so lu c iô n  de la  
misma membrana d i s u e l ta  ccm tampôn conteniendo ademés m ercap to e tan o l.
Se observa une d ism inuciôn d e l numéro e in te n s id a d  de c o lo ra c iô n  de p re  
te fn a s  (g e le s  A y D) cuando l a  membrana se  t r a t a  con m ercap to e tan o l. En 
lo s  h id ra to s  ^e carbono (g e le s  C y E) e l  e fe c to  pa rece  s e r  e l  de aumen- 
t a r  la  in te n s id a d  de la s  bandas més ré p id a s ;  p a ra  lo s  I f p id o s ,  en cam­
b io ,  (g e le s  B y F) se  n o ta  un aumento de bandas esp ec ia lm en te  en la  seç^ 
ciôn  s u p e r io r  d e l g e l .
R ecientem epte se  ha senalado  que l a  re a c c iô n  de ac ido  p e riô d ic o  y 
fu c s in a  es capaz de c o lo re a r  también fo s fo lfp id o s  ( f o s f a t id i l c o l in a ,  
f o s fa t id i le ta n o la m in a , 301). S i é s te  fu e ra  e l  caso , a lgunas de la s  ban­
das id e n t i f ic a d a s  por n o so tro s  como conteniendo azûcares  po d rfan  s e r  en 
re a l id a d  fo s fo lfp id o s  o com plejos que lo s  c o n tien en .
La d is t r ib u c iô n  e le c t r o f o r é t ic a  de lo s  componentes p ré se n ta s  en e l  
re s id u o  de l a  membrana t ip o  e x tra fd a  con c loroform o-m etanol se  compara 
luego con lo s  de l a  membrana s in  e x tr a e r .  En la  F ig u ra  45, lo s  g e le s  A, 
B y C in d ican  l a  d is t r ib u c iô n  e le c t r o f o r é t ic a  de p ro te fn a s , h id ra to s  de 
carbono y Ifp id o s  en l a  membrana t ip o  d i s u e l ta  en tampôn conteniendo 
SDS y m ercap tp e tàn o l. Los g e le s  D, E y F m uestran  l a  d is t r ib u c iô n  dp 
lo s  mismos componentes en e l  re s id u o  l i b r e  ëe I f p id o s , tam bién d is u e l -  
to s  en ig u à l tampon. Se observa qqè la  e x tra c c iô n  de l ip id o s ,  de l a  mem 
bràna induce un aumento de la s  bandas ra p id a s  de p ro te fn a s  (g e l D) en 
re la c iô n  Con la s  observadas en l a  so lu c iô n  i n i c i a l  (g e l A ). La d is tr ib ju  
c iôn  de h id ra to s  de carbono (g e le s  B y E) p re s e n ts  d i f e r e n c ia s ,  sobre  
todo en l a  in te n s id a d  de l a  banda ré p id a . La d is t r ib u c iô n  de I fp id o s , 
(g e les  C y F) in d ic a , en cambio, una red u cciô n  en la  in te n s id a d  y numéro
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FIGURA 44
Efecto  del mercaptoetanol en la d i s t r i b u c i ô n  e l e c t r o f o r é t i c a  de p r o t e f -  
n a s , I fp idos  e h id ra to s  de carbono de so luciones  de membrana t i p o .  Gel 
A (0,300 mg) teh ido  para i d e n t i f i c a r  p ro t e f n a s ,  gel B (0,300 mg) reve l£  
do con Sudan III (bandas de I fp idos  de co lo r  na ran ja )  y gel C (0,300 mg) 
re levado con acido p e r iôd ico  y fu c s in a  para i d e n t i f i c a r  h id ra to s  de caj^ 
bono ( c o l o r  r o j o ) . La membrana t i p o  se d isu e lv e  en tampôn conteniendo 
SDS a I 1%. El gel  D (0,250 mg) y los ge les  E y F (0,300 mg) correspon­
den a las t inc iones  para  i d e n t i f i c a r  p ro te fn a s ,  h i d r a t o s  de carbono y 
I fp idos  de la so luciôn  de membrana t i p o  d i s u e l t a  en tampôn con SDS al 
1% y mercaptoetanol a I 0,5%. Las e l e c t r o f o r e s i s  se  r e a l i z a n  en ge le s  de 
p o l i a c r i l a m id a  a I 7%, y tampôn con SDS a I 0,1% para las dos e lec t ro fo re^  
s i s  y ,  ademap, con 0,05% de mercaptoetanol para e l  e s tu d i o  de los ge les  
D, E y F. Los numéros e n t r e  p a r é n t e s i s  corresponden a pesos secos .
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de bandas, pero  no la  d e sa p a ric io n  de la s  mismas que e ra  de e sp e ra r  co­
mo re s u lta d o  de la  e x tra c c iô n  de I fp id o s .
Cabe d e s ta c a r  que la s  so lu c io n es  de re s id u o s  a p lic a d a s  a lo s  g e le s  D, 
E y F no p re sen tan  la  c o lo rac io n  a m a r il la  c a r a c te r f s t i c a  de la  so lu c iô n  
de membrana, p i  se  n o ta  en e l  tra n sc u rso  de sus e le c t r o f o r e s i s  l a  p re ­
se n c ia  de l a  banda a m a r il la  ra p id a  p ré se n te  en l a  membrana t ip o ,  y d e s-
c r i t a  por S a lto n  (93 ). E stos I fp id o s  no se d e te c ta n  ya que d ifunden  du­
ra n te  l a  f i j a c iô n  de lo s  geles*  La p re se n c ia  de bandas que se  co lo rean  
con Sudan I I I  d i s t r ib u id a  a lo  la rg o  d e l g e l ,  s u g ie re  l a  e x is te n c ia  de 
I fp id o s  (e x tra c c iô n  incom pleta de lo s  mismos), g l ic o l ip id o s  o g lico lip jo  
p ro te fn a s , o com plejos, con v a r ia c io n e s  de sus pesos m o lecu lares  o de 
su contenido  en h id ra to s  de carbono,
Los re s u lta d o s  de e s to s  experim entos in d ican  que e l  m ercap toe tano l 
m odifica  la s  p rop iedades e le c t r o f o r e t ic a s  de lo s  componentes e s tu d iad o s . 
Con re fe re n c ia  a lo s  h id ra to s  de carbono cabe d e s ta c a r  l a  p o s ib i l id a d  
de la  e x is te n c ia  de una g lic o p ro te fn a  en l a  que e l  p o lis a c a r id o  e s te  
unido a l a  c i s te f n a  de la  p ro te fn a , por una uniôn S -g l ic o s fd ic a ,  s im i­
l a r  a l a  observada en e r i t r o c i t o s  (272) s e n s ib le  a l a  acc iôn  re d u c to ra  
d e l m ercap to e tan o l.
En o tro s  spcciones de e s ta  t e s i s  se  ha in te n ta d o  a n a l iz a r  e l  e fe c to  
de lo s  d é te rg e n te s  y de lo s  ag en tes  re d u c to re s  ( d i t io n i to  sôd ico  y mer­
c a p to e ta n o l)  sobre  la s  p ro te fn a s , l a  p re sen c ia  de conq)onentes con cade­
nas de h id ro ca rb u ro s  no sa tu ra d a s  (ca ro tenos y menaquinonas) y sus p o s i 
b le s  in te ra c c io n e s  en la  e l e c t r o f o r e s i s  de l a  membrana R l. S im ila re s  
conclusiones pueden ex ten d e rse  p a ra  e l  a n ô l i s i s  de lo s  re s u lta d o s  p re ­
sen tados en e s to s  ex p erim en tos.
La so lu c iô p  i n i c i a l  de la  membrana t ip o ,  co n tien e  lo s  Ifp id o s  y lo s  
caro tenos y mçnaquinonas d e s c r i to s  p o r S alton  y co labo rqdores (165, 168, 
263, 93, 166, 173). La p re se n c ia  de p ro te fn a s  s e n s ib le s  a l a  reducciôn  
por m ercap toe tano l se deduce de l a  dism inuciôn d e l numéro de bandas ob­
se rv ab le s  en lo s  g e les  co rre sp o n d ien te s  de la  F ig u ra  44 (g e le s  A y D ). 
Tanto e l  m ercap toe tano l como la s  p ro te fn a s  red u c id as  coi> sus grupos SH 
l i b r e s ,  podrfan  re a c c io n a r  con la s  cadenas no sa tu ra d a s  de la s  menaqui­
nonas o de lo s  c a ro ten o s , formando s u i f h id r i l - o l e f in a s  f é b i l e s .  E s ta s  
reacc io n es  p o d rfan , en p a r te ,  s e r  l a  causa de la  d is t r ib u c iô n  observada 
en lo s  I fp id o s  a lo  la rg o  d e l g e l .  P a r te  de lo s  r e s u lta d o s  podrfan  s e r
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FIGURA 45
Comparacîon de la d i s t r i b u c i ô n  e l e c t r o f o r é t i c a  de membranas t i p o  y su 
res iduo  después de la e x t racc iô n  cpn c loroformo-metanol . Los ge le s  A,
B y C (0,300 mg de peso seco) corresponden a la s  t in c io n e s  de p ro te fn  
nas ,  h i d r a t o s  de carbono y I fp id o s ,  respec t ivamente ,  de la so luciôn  de 
membrana d i s u e l t a  en tampôn conteniendo SDS al  1% y mercaptoetanol al  
0,5%. Geles D, E y F (0,300 mg de peso seco) muestran las  co lorac iones  
de p r o t e f n a s ,  h id ra to s  de carbono y I fp idos  del res iduo  de la e x t r a c ­
ciôn con c loroformo-metanol.  Estos res iduos  se d isue lven  también en 
tampôn con SDS y mercap toe tano l .  Las e l e c t r o f o r e s i s  se  r e a l i z a n  en ge­
les  de p o l i a c r i l a m id a  al 7% V tampones con SDS a l  0,1% y mercap toe ta­
nol a l  0 , 05%.
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debidos a l a  m etodologia em pleada, y no re p re se n ta r fa n  lo s  componentes 
l ip f d ic o s  r e a le s  de l a  misma.
Con s im ila r  razonam iento , y asumiendo que son la s  menaquinonas y lo s  
ca ro ten o s  lo s  componentes mas fac ilm en te  e x tra fb le s  con e l  p rocedim ien­
to  empleado (yer e x tra c c iô n  de l ip id o s  con cloroform o-m etanol en Méto­
dos) puede e x p l ic a rse  e l  menor nômero de bandas observadas cuando los 
re s id u o s  de la  membrana se  d isu e lv en  en tampôn con SDS y m ercap toe tano l 
y se  a n a liz a n  p o r e l e c t r o f o r e s i s . La e lim in ac iô n  p a r c ia l  de la s  re a cc lo  
nes a n te s  in d ic a d as  son e l  r e f l e j o  d e l conten ido  r e a l  de g l ic o l ip id o s ,  
l ip o p ro te fn a s  o g l ic o lip o p ro te fn a s  de l a  membrana t ip o .
E X T f l A C C I O N  D E  P O L I S A C A R I D O S  D E  M E M B R A N A S  R S I O
Los re s u lta d o s  de la s  in v e s t ig a c io n e s  de a lgunos c a p f tu lo s  a n te r io ­
r e s ,  su g ie ren  l a  p re se n c ia  de p o l is a c é r id o s . La membrana RSIO r é s u l ta  
in te r e s a n te  p a ra  e s te  a n a l i s i s ,  pues p ré se n ta  e l  mismo co n ten ido  de h i ­
d ra to s  de carbono que l a  membrana t ip o ,  pero  de d i f e r e n te s  p ro p ied ad es .
E l método de e x tra c c iô n  de p o lis a c a r id o s  u t i î i z a d o  se  d e sc r ib e  en la  
secc iô n  de Métodos y M a te r ia le s . E l a n a l i s i s  e le c t r o f o r é t ic o  de lo s  ex- 
t r a c to s  ob ten idos in te n ta  d e te rm in â t la s  bandas de h id ra to s  de carbono 
c o rre sp o n d ien te s  a p o l is a c é r id o s .
La d is t r ib u c iô n  e l e c t r o f o r é t i c a  de p ro te fn a s  e h id ra to s  de carbono 
de la  so lu c iô n  i n i c i a l  de membrana d e l e x tra c to  con ten iendo  p o l i s a c a r i ­
dos, y d e l re s id u o  c o rre sp o n d ien te  aparecen  en l a  F ig u ra  46. Los g e les  
A y B m uestran l a  d is t r ib u c iô n  e le c t r o f o r é t ic a  de p ro te fn a s  y azûcares 
de l a  membrana i n i c i a l .  Los g e le s  C y D son la s  mismas re a cc io n e s  en 
lo s  e x tra c to s  con ten iendo  p o l is a c é r id o s ,  y lo s  g e le s  E y F id e n t i f ic a n  
esos componentes en e l  re s id u o . E ste  u ltim o , sô lo  se  d isu e lv e  s i  e l  tam 
pôn co n tien e  m ercap to e tan o l (0,5%) y e s t a  m uestra , por lo  ta n to ,  se  ana  ^
l i z a  por e le c t r o f o r e s i s  en p re se n c ia  d e l 0,05% d e l mismo. Las s o lu c io ­
nes a p lic a d a s  a lo s  g e le s  A, B, C y D sô lo  co n tien en  SDS y la  e lec tro fo^  
r e s i s  se r e a l i z a  con e l  0,1% d e l  mismo en e l  tampôn, Los re s u lta d o s  in ­
d ican  que de la s  c u a tro  bandas conteniendo azû ca res  en l a  membrana i n i ­
c i a l  (g e l B) sô lo  se  d é te c ta  una en e l  e x tra c to  con ten iendo  e l  p o lis a c ^  
r id o  (g e l D) en l a  que, ademas, sô lo  se  observa una banda muy d é b il  de 
p ro te fn a  (g e l C ). La mayor p a r te  de la s  p ro te fn a s  se  recu p eran  en e l  se^
-*-r—
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FIGURA 46
Dis t r ibuc iôn  e l e c t r o f o r é t i c a  de p ro te fn a s  e h id ra to s  de carbono en una 
soluciôn de membranas RSIO y en las f r ac c io n es  r é s u l t a n t e s  de la e x t r a £  
ciôn de p o l i s a c a r i d o s .  Geles A y B: t in c iô n  de p ro te fn a s  e h id r a to s  de 
carbono. La muestra para los ge les  A y B se d isuelven  ^n tampôn con te ­
niendo SDS 1%. Los ge les  C y D corresponden al  e x t r ^ c t o  de TCA luego
de e x t r a e r  e l  ac ido  con é t e r .  Los ge le s  E y F corresponden a las co1or£ 
clones de p ro te fn a s  e h id r a to s  de carbono del res iduo .  Los c u a t ro  u l t l -  
mos ge les  f pe ron ana l izadps  en tampones conteniendo 1% de SDS y 0,05% 
de m ercap toe tano l .
-  ] 4 8  -
dim ento (g e l E) pero  se  observa d i f e r e n c ia  en l a  d is t r ib u c iô n  de bandas 
re sp e c to  de l a  so lu c iô n  i n i c i a l  (g e l A ). E s ta  f ra c c iô n  co n tie n e  solam e^ 
te  un l ig e r o  v e s t ig io  de h id ra to s  de carbono, como se  observa en e l  g e l 
F. E l re s u lta d o  de e s ta  in v e s t ig a c iô n  parm ite  con^robar l a  e x is te n c ia  
de p o lis a c é r id o s  en l a  membrana, aun cuando no parm i te  l a  i d e n t i f  i c a -  
ciôn  de l a  banda c o rre sp o n d ien te  de m igracion  en l a  s o lu t io n  i n i c i a l  de 
l a  misma. La necesidad  de ag reg ar m ercap to e tan o l p a ra  l a  d is o lu c iô n  d e l 
sedim ento de la  e x tra c c iô n  de p o l is a c a r id o s ,  p o d ria  e f e c ta r  l a  d is tr ib ^ i  
ciôn  de lo s  g l ic o l ip id o s  o g l ic o p ro te in a s  en forma s im ila r  a l a  conside  
rad a  para  membranas t ip o ,  produciendo por e jem plo , en a lgunos c a so s , 
f ra c c io n e s  de b a jo  peso m o lecu lar capaces de m igrar mas rap idam ente que 
e l  in d ic a d o r  y s a l i r  fu e ra  d e l g e l .
C O N C L U S I O N E S
1 .-  Es p o s ib le  o b ten er d if e r e n te s  t ip o s  de membranas m ediante pequenas 
v a ria c io n e s  de la s  cond ic iones p re p a ra t iv e s .  E l numéro de lav ad o s, 
y l a  co n cen trac iôn  de EDTA empleada en lo s  tanq>ones, p e rm ite  d e sc r i 
b i r  l a  ppeparaciôn  de dos membranas de Microooooua lyeo d e ik tia u a  d[i 
f e re n te s  de la s  membranas t ip o  y r e s id u a l  o b ten id as  p rev iam en te .
2 . -  Es p o s ib le  s o lu b i l i z e r  to ta lm en te  l a  membrana r e s id u a l  Rl con tamp£ 
nes ligepam ente  écidos y en p re se n c ia  de d e te rg e n te s .
3 . -  Es p o s ib le  m antener la s  p ro te fn a s  en so lu c iô n  y e x tr a e r  lo s  Ifp id o s  
en M -butpnol, La méxima recuperaciÔ n de p ro te fn a s  so lu b le s  l ib r e s  
de I fp id p s  se  consigue p o r a d ic iô n  de iodoacetam ida a l a  so lu c iô n  
i n i c i a l .
4 . -  E l e s tu d io  e le c t r o f o r é t ic o  de la s  p ro te fn a s  s o lu b il iz a d a s  a p a r t i r  
de e s ta  membrana in d ic a  que la s  bandas de m ovilidad  in te rm ed ia  (pojr 
ciôn  media d e l g e l)  v a rfa n  en fu nc iôn  de l a  reducciôn  con d i t io n i to  
sô d ico , y l a  co n cen trac iô n  de iodoacetam ida . También se  observan d l 
fe re n c ia s  a t r ib u ib le s  a l a  co n cen trac iô n  de e l e c t r o l i t o s  p ré sen te s  
en l a  m uçstra a n a liz a d a .
5 . -  La p re se p c ia  de iodoacetam ida m o d ifica  l a  absorciôi^ e s p e c f f ic a  de 
l a  so lu c iô n  de membrana r e s id u a l  R l, observéndose ùn increm ento en 
l a  ab so rç iô n  u l t r a v io l e t a .  E l e sp e c tro  v i s ib le  in d ic a  l a  p é rd id a  de 
algunos ç itocrom os.
6 . -  La determ inaciôn  de grupos -SH l i b r e s  en la  s o l u c i ^  de p ro te fn a s  
de l a  membrana Rl in d ic a  l a  p re s e n c ia  de grupos l i t j r e s  de c is te f n a  
en e s ta s  p ro te fn a s , cuya a lq u i la c iô n  con iodoacetam ida f a c i l i t a  l a  
ob tenciôn  de p ro te fn a s  s o lu b le s  de l a  misma (v er pqnto 3 ) .
' so
7 Se determ inan lo s  pesos m o lecu lares de la s  p ro te in a s  de l a  membra­
na Rl en so lu c iô n  l i b r e  de l ip id o s .  Los v a lo re s  encon trados v a ria n
en e l  rango de 17.000 a 75.000. Se separan  de 9 a 11 bandas, y no
e x is te n  ninguna en co n cen trac iô n  m a y o r i ta r ia .
8 . -  Es p o s ib le  f r a c c io n a r  p ro te fn a s , acido  r ib o n u c le ic o  y componentes 
conteniendo h id ra to s  de carbono y I f p id o s ,  de la  so lu c iô n  de mem­
bran a  Rl t r a ta d a  con % -butanol p a ra  l a  e x tra c c iô n  de lo s  l i p i d o s .
E l fracc io n am ien to  se r e a l i z a  por c r ib a  m o lecu lar en Sephadex 
G-200. La p re se n c ia  de e s to s  I fp id o s  r e s id u a le s  in d ic a  que l a  ex­
tra c c iô n  no es com pléta, y su g ie re  la  p re se n c ia  de g l ic o l ip id o s  o 
g l ic o lip o p ro te fn a s  e n tre  o tro s  com puestos.
9 . -  Es p o s ib le  e s tim a r r ib o s a ,  fô s fo ro  y hexosas en l a  so lu c iô n  de mem 
b ran a  Rl l i b r e  de l ip id o s  por e l  tra ta m ie n to  con n -b u ta n o l.
1 0 .-  Es p o s ib le  f ra c c io n e s  componentes de e s ta s  so lu c io n es  con e l  uso 
de membranas de Ami con. E s ta s  membranas sep a ran  componentes en fun 
ciôn  de sus pesos m o lecu la res . Las membranas Amicôn em pleadas, pe_r 
m iten  se p a ra r  l a  mayor p a r te  de la s  p ro te in a s  con sô lo  l a  te r c e r a  
p a r te  de lo s  h id ra to s  de carbono. E ste  re s u lta d o  da v a lid e z  a la s  
d e term in acio n es  de pesos m olecu lares  por e l e c t r o f o r e s i s .
1 1 .- Se determ inan ac id o s  r ib o n u c le ic o s  en la  membrana t ip o  y en la s  di  ^
f e re n te s  membranas r e s id u a le s .  La de term in aciô n  se  r e a l i z a  después 
de u t i l i z e r  dos p ro ced im ien tos d if e r e n te s  de e x tra c c iô n  de lo s  mi^ 
mos. Se i d e n t i f i e s ,  ademas, r ib o sa  observando lo s  ep p ec tro s  de f r a ^  
c lo n es  que la  c o n tie n en , empleando la  re a c c iô n  de o p c in o l o de s tü  
fu r ic o  y c i s t e f n a .
1 2 .- Se i d e n t i f i e s  l a  p re se n c ia  de ac id o s  r ib o n u c le ic o s  en todas la s  
membranas por e l e c t r o f o r e s i s  en g e le s  de p o l i a c r i l a p id a .  E l a n é l i -  
s i s  de la s  membranas <mtes y después de su  tra ta m ie n to  con r ib o n u - 
c le a s a  p e rm ite  co rro b o re r l a  p re se n c ia  de lo s  mismos en todas la s  
membranas.
1 3 .-  Se determ inan la s  hexosas c u a n tita tiv a m e n te  en todas la s  membranas 
o b te n id a s . La de term in aciô n  se  r e a l iz a  en lo s  re s id u o s  l ib r e s  de I f  
p id o s  de la s  membranas l i o f i l i z a d a s . Se observa  que p a r te  de e s to s  
azû cares  se p ie rd e  en l a  f ra c c iô n  o rg an ica  (c lo ro fo rm o -m etan o l), p£ 
ro  p a r te  puede re c u p e ra rse  p o r lavados acuosos de l a  misma.
1 4 .- Se observa que lo s  compuestos azucarados pueden e x tra e r s e  con dife^ 
re n te s  s o lv e n te s , como écido  t r i c lo r o a c é t l c o ,  a lco h o l e t i l î c o  y al^ 
cohol a c id î f ic a d o  con éc ido  p e rc lô r ic o .  La d i f e r e n te  d is t r ib u c iô n  
de lo s  mismos in d ic a  que lo s  p roced im ien tos empleados p a ra  l a  obteii 
ciôn de la s  membranas in flu y en  en l a  composic iô n  y p rop iedades de 
lo s  azüpares re s p e c tiv o s .
15 .- E l a n é l i s i s  e sp e c tro fo to m e trico  de lo s  azû cares  m ediante la s  re a c ­
ciones de o rc in o l  y écido  s u lfü r ic o  y c i s t e f n a  confirm a l a  p resen ­
c ia  de hexosas y p en tosas en e s ta s  f r a c c io n e s , a s f  como de o tro s  
azûcares no e sp ecfficam en te  id e n t i f i c a d o s . E l a n é l i s i s  crom atogra- 
f ic o  de lo s  re s id u o s  l ib r e s  de Ifp id o s  de la s  d if e r e n te s  membranas 
in d ic a  l a  p re se n c ia  de manosa y g lucosa  en todas la s  membranas, l a
y r ib o sa  se  i d e n t i f i e s  en la  membrana t ip o ,  Rl y RIO y l a  g a la c to sa  
en la  membrana RSIO. También se  id e n t i f ic a n  hexosam inas en la s  mem 
branas t ip o ,  RIO y R l. E l re a c t iv o  de B ia l da mançhas v io lé c e a s  o 
verdosas en l a  membrana t ip o ,  RIO y R l, aun cuandç e l  azucar no pu 
do s e r  id e n t i f ic a d o .
16 .- E l a n a l i s i s  e le c t r o f o r é t ic o  de so lu c io n es  de d if e re n te s  membranas 
también p erm ite  l a  id e n t i f ic a c iô n  de bandas conteniendo h id ra to s  
de carbono. El nômero de bandas observado en l a  so lu c iô n  de membra 
na t ip o  es mayor que en la s  r e s ta n te s  membranas. La membrana RSIO 
que co n tien e  la  misma co n cen trac iô n  de h id ra to s  de carbono que l a  
membrana t ip o  p ré se n ta  menor numéro de bandas de ré p id a  m ovilidad 
en lo s  g e le s .
1 7 .- Se p ré se n ta  un método de f i j a c iô n  de g e le s  como paso p re c io  a  l a  
id e n t i f ic a c iô n  de bandas conteniendo I f p id o s .  E ste  método i d e n t i f f  
ca un m^yor numéro de la s  mismas.
18 .- Se e s tu d ia  e l  e fe c to  d e l m ercap toe tano l en l a  e le q t r o f o r e s is  de 
una so lu c iô n  de membrana t ip o .  La id e n t i f ic a c iô n  <^ e h id ra to s  de 
carbono^ p ro te fn a s  y I fp id o s  en l a  so lu c iô n  de menjbranas con o s in  
aquel rg a c tiv o  in d ic a  m o d ificac iô n es  en la s  p rop iedades e le c t r o f o -  
r é t i c a s  de lo s  mismos.
1 9 .-  Se id e n t i f ic a n  por e le c t r o f o r e s i s  h ld ra to s  de carbono, I fp id o s  y 
p ro te în a ^  en lo s  re s id u e s  de l a  menbrana t ip o  ob ten idos a l  e x t r a e r  
l ip id e s  pen c le re fe rm e-m etan e l. La p re se n c ia  de l ip id e s  in d ic a  que 
compenentes que le s  c e n tie n e  deben s e r  id e n t i f ic a d e s  cerne g l i c e l i -  
p id e s , l ip e p re te in a s  e g l ic e l ip e p r e te in a s  (ne e x t r a lb le s  p e r e l  ; 
s o lv e n t s ) .
2 0 .-  Se id e n t i f ic a n  y e x tra en  p e lis a c â r id o s  de l a  membrana RslO. E s te s  
cempuestps prebablam ente e s ta rë n  p re sen te n  en la s  e t r a s  membranas 
re s id u a le s  e s tu d ia d a s , p a r tic u la rm e n te  l a  RIO ya que l a  mayer p a r­
te  de sus azü cares  se  recuperan  en l a  f r a c t io n  e x tr a îd a  cen âc id e  
t r i c l e r e a c é t i c e ,  a lc e h e l  p e r c lë r ic e  y a lc e h e l .
A P E N D I C E
Se în c lu y en  dos f o to g r a f ia s  de la s  membranas RIO y RSIO p reparadas 
a ra  su observacion  en e l  m ioroscopio  e le c tr6 n ic o  por e l  Dr, D. Juan An 
onio  L ea l. E s ta s  fo to g r a f ia s  corresponden a una am p lia tio n  de 72.000 
e c e s .
F o to g ra f ia s  de la  membrana t ip o  pueden v e rse  en M .R .J, S a lto n  y J .A . 
hapman (170) y de la  membrana re s id u a l  seme ja n te  a l a  RI de e s te  traba^ 
G en M.S. Nachbar y M .R .J. S a lto n  (127).
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